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1. EINLEITUNG 1

1. Einleitung

In den letzten Jahrzehnten hat die Pravalenz dgrisshen Erkrankungen, zu denen
neben dem Asthma bronchiale das atopische Ekzenme st allergische Rhinitis
gehoren, in den westlichen Industrienationen sikgnit zugenommer®. Weltweit
leiden derzeit bis zu 20% der Bevélkerung unteerglschen Beschwerdéeft. Vor
allem Kinder sind betroffen, wobei das Asthma btoale die haufigste chronische
Erkrankung bei Kindern darstefit"

Die International Study of Asthma and AllergiesGhildhood (ISAAC) untersuchte die
Pravalenzen von allergischen Erkrankungen unterrnadh 200.000 Schulkindern
weltweit im Zeitraum von 1992 bis 2004 und konntgen, dass vor allem die
Industriestaaten und dabei vor allem die englisa@@pgen Lander von den enormen

Pravalenzanstiegen der Allergien betroffen silmherhalb Europas besteht ein Ost-

West-Gefélle, wobei in Osteuropa die niedrigstekaBkungsraten vorliegen.

Asthmatische Symptome

Allergische Rhinokonjunktivitis

Romania Poland (2,2) ————
Ukraine ! Romania
Finland ___ Russian Federation ':__-
Germany __i Portugal (3.4) _E
Austria (2,1) E_ Belgium _E
Poland (2,2) = Albania [ —
Portugal (3, 4) E_ Estonia _i
Latvia 7- Germany 7-_—|
Russian Federation 8 :h v Spain (6.8) B :-:I u
Georgia i e i O &-7-year-clds Italy {6,9) 8 == E
Albania é I = _E [ 13-14-yzar-olds | Austria (2.1) g = £
Estonia o Finland &
Spain (6,8) — Geargia =
Malta Ukraine
Italy (6,9) __:| Latvia ._
Lithuania — Sweden =
Ireland __ Lithuania -_:I
Sweden p— Ireland e
Belgium | —— United Kingdom (1,6) u}
United Kingdom (1.6) ] Malta o
| em— | e
- 0.5 (4] 05 1 15 2 2.5 3 -1.5 -1 0.5 (4] 0.5 1.5

Average change per year (%5)

Average change per year (%)

Abbildung 1.1.: Jahrliche Préavalenzveranderungen abhmatischer Symptome und allergischer

Rhinokonjunktivitis unter 6-7-jahrigen und 13-14-jahrigen Kindern zwischen ISAAC Phase |

(1992-1998) und Phase 1l (1999-2004Y2

In Klammern: Anzahl der Studienzentren (6-7-Jahrit 14-Jahrige), wenn >1

Die in der ISAAC-Studie erhobenen Daten fiir Deutsoth und Osterreich (Phase 1)
lagen im mittleren Pravalenzbereich der Ergebni@3€ivalenzen: 13-14-Jahrige 1995:

Deutschland (Munster):

Asthma: 7%,

Allergische RRonjunktivitis:

21,1%,
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Atopisches Ekzem: 10,0%; Osterreich (Salzburg): hist: 6,3%, Allergische
Rhinokonjunktivitis: 20,0%, Atopisches Ekzem: 4,4%). Es ist davon auszugehen,
dass die Pravalenzen der atopischen Erkrankungermem kommenden Jahren

europaweit weiter ansteigef-

Der Pravalenzanstieg sowie der enorme ,burdenisdade” machen deutlich, wie
wichtig weitere Forschung auf dem Gebiet der Alddogie ist. Trotz umfangreicher
Studien zum Thema der Atopie ist noch immer nidigchlielend geklart, was genau
diese Erkrankungen auslost, was ihre Entwicklunggihbstigt und wie eine
ursachenbezogene Atopiepravention aussehen koHmsichtlich der Ursachen fir
den Pravalenzanstieg atopischer Erkrankungen wemddnireiche Einflussfaktoren
diskutiert.Inzwischen bekannt ist, dass genetische Faktarenvachtige Rolle spielen
bei der Entwicklung von Allergien. In den letzten Jahrenndsiviele Gen-
Polymorphismen identifiziert worden, die eine Asatan zur Manifestation von
allergischen Erkrankungen zeigéh®*°*1% Die genetischen Faktoren kénnen jedoch
nicht alleine die Pravalenzveranderungen der adlehgn Erkrankungen in den
Industriestaaten erklaren. Das rasante Tempo deslenzanstieges, sowie die regional
unterschiedlichen Verteilungsmuster machen es whhanslich, dass auch Unterschiede
in Lebensstil und Lebensbedingungen bzw. bestimrumweltfaktoren und

Interaktionen zwischen diesen Faktoren und den Geime Rolle spielef?.

Zwei Erklarungsmodelle werden dazu diskutiert: zuBmen die so genannte
.Umwelthypothese”, nach der bestimmte Umweltfakiprevie z.B. Zigarettenrauch
oder die Schadstoffbelastung der Luft, zu einerstéekten Allergisierung durch
natirlich vorkommende Allergene beitragen konnemvisozum Anderen die so

genannte ,Hygienehypothese®, auf die im Folgendimen eingegangen werden soll.
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1.1. Atopische Erkrankungen

Zu denErkrankungen des atopischen Formenkreises zahkeAstama bronchiale, die
Allergisches Rhinits und die atopische Dermatifge alle zeichnen sich durch das

Vorhandensein allergenspezifischer IgE-Antikorpes 2’

Das Asthma bronchiale ist eine chronische Entzigdder Atemwege, die durch
bronchiale Hyperreaktivitat und variable Atemwegsaliktion charakterisiert ist. Bei
anfalligen Personen verursacht sie rezidivierend&lfe, die mit pfeifender Atmung
(Giemen), Kurzatmigkeit, Atemnot sowie Husten engieien. Besonders nachts bzw.
in den frthen Morgenstunden treten diese Anfalle &ie Préavalenz des Asthma
bronchiale bei Kindern und Jugendlichen betraddéntschland circa 1096°.

Die Allergische Rhinitis ist eine allergische Entdiing der Nasenschleimhaute, welche
oft von Konjunktivitis begleitet wird (Rhinokonjutikvitis). Sie tritt haufig nur zu
bestimmten Jahreszeiten auf, kann jedoch auch ehemischen Verlauf zeigen. Da
vor allem inhalierte Graspollen die allergischenaR®nen hervorrufen, wird die
Krankheit landlaufig als ,Heuschnupfen* bezeichr2803 lag die Gesamtpréavalenz der
Allergischen Rhinitis bei 15-2094°.

Bei dem atopischem Ekzem (Synonym: atopische Déisjdtieurodermitis) handelt es
sich um eine entzindliche Hauterkrankung, die sidhrch altersabhangig
unterschiedliche Verteilung der betroffenen Hawbreauszeichnet. Haufig ist sie das
erste Symptom atopischer Patienten. Vor allem dévdenz der vor dem Alter von
sieben Jahren auftretenden atopischen Dermatitisitmam zugenommen in den letzten
Jahren, 2003 lag sie bei bis zu 24%. 10-20% deroffenen Kinder erkranken

zusatzlich an AsthmH°.
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1.2. Immunologische Grundlagen der Atopieentstehung

1.2.1. Allergie und Hypersensitivitat

Allergische  Erkrankungen sind inflammatorische  Riorksstorungen  des
Immunsystems. Das adaptive Immunsystem schuitztnfektionen, manchmal jedoch
kommt es zu Uberschielenden und inadaquaten imogischen Reaktionen, so
genannter Hypersensibilitat. 1963 entwickelten Ch®m und Gell ein
Klassifizierungsschema, indem sie die Hypersengilsteaktionen in vier Gruppen
einteilten. Atopische Erkrankungen ordneten sieTggrI1-Reaktion zu?®

Eine allergische Reaktion entsteht, wenn das Imgsiasn auf ein so genanntes
Allergen eine unverhaltnisméRig starke Reaktiomizainter einem Allergen versteht
man dabei ein eigentlich harmloses Umweltantigeas dei Gesunden keine
Immunantwort auslost'. Eine wichtige Rolle bei der Ausbildung der Allerdommt
IgE zu, das unter anderem auch im Rahmen von péesi Erkrankungen vermehrt
gebildet wird®’.

1.2.2. Phasen der Allergischen Entztindungsreaktion

Die Entwicklung einer allergischen Reaktion wirdzwei Phasen eingeteilt, die jedoch

gleichzeitig ablaufen: die Sensibilisierungsphase die Effektorphase:

SensibilisierungsphaseBei erstmaligem Kontakt mit einem Allergen kommt es
vermittelt durch die M2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 zur IgE-Produkticsurch B-
Zellen, die gegen das Allergen gerichtete B-Zel&tgoren tragen. Das IgE bindet an
Rezeptoren von Mastzellen und basophilen Granuozyten so genannten Fc
Rezeptoren. Diese Vorgange sensibilisieren denrsgais gegeniber diesem

Allergen®®,

Effektorphase: Trifft der sensibilisierte Mensch nun erneut ménd entsprechenden
Allergen zusammen, so kommt es zu einer Kreuzveunet der Fc-Rezeptoren auf

den sekretorischen Zellen tber die gebundenen Mg&.so genannte Effektorphase
beginnt. Durch die Kreuzvernetzung der Rezeptorerden die sekretorischen Zellen

aktiviert und geben den Inhalt ihrer Granula dukctozytose an die Umgebung ab.
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AulBerdem bilden sie Zytokine und Derivate der Ardchsaure. Sowohl Mastzellen als
auch basophile Granulozyten speichern in ihren GeaRroteasen und Histamin, wobei
vor allem Histamin die allergischen BeschwerdenémisUnterschieden werden eine

frihe sowie eine spate allergische Reaktion

09%0 0 3
Mast-cell Mast cell %o, o°2 | Release of mediatorsof
stimulation 2@ °, | acuteand chronic inflammation
FeeRl i

Allergen ‘}
]

OO
i oo =t
Uptake of ® O
allergen by o o ,@
dendritic cells | o o IgE

o -4, IL-5
° and IL-10 “'&\ m"
° D Precursor Expansion of

T helper cell Ty2-type cells 2‘
TCR

<L IL 4 —'-
= .
MHC class II \/(\ @/ /

Productlon of IgE

Dendritic cell

Nature Reviews | Immunology

Abbildung 1.2.: Klassische Mechanismen der allergitien Sensibilisierung und Reaktion, Cookson
et al. 2004*

Haut und Schleimh&ute sind Bestandteile der natigh Immunitat. Sie stellen eine
physikalische Barriere gegentuber der Umwelt dar sind die erste Kontaktstation fir
fremde Substanzen. Gerade diese Oberflachen, wiat, Hdasen-, Rachen- und
Bronchialschleimhaut und Konjunktiven, reagieren hata mit allergischen
Entzindungsreaktionen. Schon kleinste Mengen desergkhs reichen bei

sensibilisierten Personen aus, um eine starkegitdre Antwort auszuldseén
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1.3. Lymphozyten

Eine wichtige Rolle innerhalb der Mechanismen diergie kommt den Lymphozyten
zu. Lymphozyten entwickeln sich aus lymphatischéantnzellen, die sich von den
pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen ableitgrmphatische Stammzellen
finden sich in der frihen Fetalzeit in der Lebed wpater im Knochenmark. Im Verlauf
der Ontogenese wandern Lymphozytenvorlaufer aushderatopoetischen Organen mit
dem Blut in die primaren lymphatischen Organe Kmorhark und Thymus. Hier
vermehren sie sich. Dartber hinaus machen siersorghologische und funktionelle
Entwicklung durch, in der sie die fur ihre Art tgphen Fahigkeiten erwerben. Dieser
Prozess wird als Lymphozytenpragung bezeichnet.gdhgnyten, die im Knochenmark
gepragt worden sind, werden B-Lymphozyten genaBntBursa Fabricii oder Bone
marrow). Lymphozyten, die im Thymus gepragt worderd, werden T-Lymphozyten
genannt. B- und T-Lymphozyten wandern von den piémdymphatischen Organen zu
den sekundaren Ilymphatischen Organen Lymphknoted ilz. Sie bilden
hochspezifische Antigen-Rezeptoren ohne jemalsdenih dazu passenden Antigen in

Kontakt gekommen zu sein.

Zu den T-Lymphozyten gehdren etwa 70-80% der Lymaptem im Blut. Sie bewirken
die zellulare Immunreaktion. Sie halten sich in dekundar lymphatischen Organen
Lymphknoten und Milz auf. Nach antigener Stimulativermehren sie sich und

differenzieren zu T-Effektor- oder T-Gedachtniszell

Anhand bestimmter Oberflachenkennzeichen unterdehaian zwischen CD4+ Zellen,
den T-Helfer Zellen sowie CD8+ Zellen, den zytoswkien T-Zellen.

1.3.1. T-Helferzellen

Naive CD4+-Zellen produzieren nach Antigenkontaki2l und proliferieren. Dabei
entstehen M0-Zellen (T-Helferzellen). Je nach Erkrankung hildgch aus HO-Zellen
entweder H1- oder H2-Zellen. Virale und manche bakterielle Infektiorférdern die
Bildung von TH1-Zellen (gefordert durch IL-12 und IFN; wahrend z.B.
Wurminfektionen die Bildung vonH2-Zellen begunstigen (stimuliert durch IL-4). Als
Teil ihrer Differenzierung verlieren die T-Zellenhre ,Lymphknoten-Homing-

Rezeptoren* und weisen stattdessen Rezeptorendaufihnen eine Wanderung in
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entziindete, nicht lymphatische Gewebe ermdglichensie ihre Effektorfunktionen
ausfiihren konneh®

T-Lymphozyten erkennen ihr Antigen nicht direktndern sind angewiesen auf eine
Prasentation des Antigens durch so genannte Amtigsantierende Zellen (APCs),
welche die Antigene aufnehmen, in Fragmente zenemd Uber MHC-Rezeptoren an
ihrer Oberflache den Lymphozyten prasentieren. @uAPCs gehdren B-Lymphozyten,
Dendritische Zellen und Makrophagen. Die T-Lymphenyerkennen das prasentierte
Antigen und werden zur Proliferation und zur Diéfezierung in Effektorzellen

angeregt, die dann der Infektion entgegenwirken.

Ob TH1- oder H2-Zellen entstehen, hangt neben der Art des Ansigaerch von den
Zytokinen ab, die von den APCs freigesetzt werdemjie von der Menge des Antigens.
Bakterielle Antigene, und hohe Antigendosen fuhdatei zu Sekretion von IL-12
durch APCs, das zu eineHI-Differenzierung fuhrt, wéhrend niedrige Antigesda,

IL-4 und IL-6 die Entwicklung von fi2-Zellen begiinstigeh?"*14

IL-10 IL-10, TGF-
Th] /mus L |, ——— T-Zellregulation
CD4+/CD25+ Tregs
IL-12 o IFN- "L'ZI T-Zell-vermittelte
Reaktionen
THO-Zelle CDA4+
o i o IILL49 'lLs Antikdrper vermittelte
Lymphatische Reaktionen
Vorlauferzelle CD4+ TH2
. o Zytotoxische
Effektorzelle
CD8+ Zytotoxische
Vorlauferzelle CD8+ T-Zelle

Abbildung 1.3.: Differenzierung von T-Lymphozyten

B-Lymphozyten erkennen Antigene uber zellgebundémenunglobuline an ihrer
Oberflache. Als APC prasentieren sie das Erreggriemt an ihrer Oberflache den T-

Lymphozyten, die es Uber ihre T-Zell-Rezeptoreneerien. Durch Stimulation Uber
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Interleukine kommt es zur selektiven klonalen Vemmoeg und Differenzierung
derjenigen B-Zellen, die den zum Erreger passentlietigen-Rezeptor tragen. Sie
reifen zu Plasmazellen heran und sezernieren alshesoschliel3lich I6sliche
Immunglobuline, die so genannten Antikorper. Est gibverschiedene Klassen von
Antikopern: IgG, IgA, IgE, IgD und IgM.

1.3.2. TH1 und TH2-Zellen

Die Unterteilung der T-Zellen basiert im Wesentlinh auf der Analyse ihres
Zytokinprofils. TH1-Zellen setzen IFN; TNF- sowie IL-2 frei *** wodurch die
zellvermittelte Immunreaktion aktiviert wird, walme TH2-Zellen durch Sekretion von
IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, sowie IL-13*** die humorale Immunreaktion férdern,
indem sie B-Lymphozyten stimulieren und sie zurdeigion von Antikérpern, vor
allem 1gG1 und IgE2, anregéh Die TH-Untertypen regulieren sich gegenseitig: indem
TH1-Zellen IFN- sezernieren, inhibieren sie die Proliferation vbr2-Zellen **3
wahrend von W2-Zellen produziertes IL-10 die IL-12-Sekretion vdvionozyten
herunterreguliert und IL-4 die Produktion des IL-R8zeptors auf Al-Zellen, was
wiederum die Aktivitat der Ai1-Zellen inhibiert. Eine Immunantwort neigt alsozda

sich in TH1- oder H2-Richtung zu bewegen.

1.3.3. Regulatorische T-Zellen

Neben H1- und TH2-Zellen gibt es noch eine dritte Subklasse: dgileorischen T-
Zellen (Tregs). Antigenprasentation in Anwesenken IL-10 und IFN- fordert die
Differenzierung solcher Tregs. Diese haben eine umsuppressive Wirkung aufHI-
und TH2-Zellen, indem sie inhibitorische Zytokine sezeran und auf ihrer Oberflache
negativ kostimulatorische Molekile wie CTLA4 undT& (Glucocorticoid-Induced
TNF Receptor) exprimiereft>*? Aufgrund ihrer immunsuppressiven Eigenschaften

werden Tregs auch als T-Suppressorzellen bezeichnet

Harmlose Fremdstoffe wie Nahrungsmittel oder Stauditgel werden taglich in groRer
Menge Uber den Mund und die Nase aufgenommen. Oiese keine Abwehrreaktion
des Korpers hervorrufen, bildet das Immunsystenziipehe Zellen, wie Tregs aus.
Man spricht in diesem Zusammenhang auch von eirer Toleranzinduktiort?.
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Fehlende Treg vermittelteHR-Supprimierung wurde in Verbindung gebracht mit de
Entstehung von allergischen Erkrankung&rt’?

1.3.4. Das H1/TH2-Modell

Manche Menschen sind pradisponiert fur die Entwiogl einer Allergie, bei ihnen
besteht eine so genannte Atopie. Molekularbioldgisentspricht dieses einem
Ungleichgewicht zwischen verschiedenen T-HelfeexellUnterschieden werden bei
den CD4+-T-Helferzellen wie beschriebenl¥ und T2-Zellen. Im Kdrper liegen die
TH1- und TH2-Zellen in einem bestimmten Verhaltnis vor, dagitdar entscheidet, ob
die humorale oder zellulare Abwehr Gberwiegt. Liagh das H1/TH2-Gleichgewicht
auf Seiten der H2-Zellen, besteht eine Atopie.

Allergische Beschwerden sindHZ-vermittelte Krankheiter™. Indem TH2-Zellen
bestimmte Interleukine (IL-4, IL-5,IL-9 und IL-13ezernieren, werden Mechanismen
in Gang gesetzt, welche die charakteristischen #ween der allergischen
Immunantwort nach sich ziehen: nach einem Antikigipé sezernieren Plasmazellen
vermehrt IgE und eosinophile Granulozyten werderrmedrt rekrutiert, ihre
Proliferation und Differenzierung wird angeregt ukdnsekutiv kommt es zu einer

vermehrten Mukus-Produktion in den Luftwegen und3astrointestinaltrak-?®
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Abbildung 1.4.: TH2 vermittelte immunologische Mechanismen, die zu ¢xindlichen
Veranderungen der Atemwege beim Asthma bronchialelihren; Devereux et al. 20062
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1.4. Immunologisches Gedachtnis

Bei der Aktivierung von T-Lymphozyten kdnnen so gente Gedéachtniszellen
entsteheri”*** Der Vorgang, bei dem ein Antigen zum ersten Mai einer APC einer
T-Zelle prasentiert wird, wird ,Priming” genannt.eBwiederholtem Antigenkontakt
reagiert das Immunsystem dann rascher und mit esgrkAntikorperproduktion als
beim Primarkontakt. Eventuell treten dann Uberh&epte Krankheitssymptome mehr
auf, denn der Organismus ist jetzt immun gegenAddgen. Der vorherrschende Typ
einer Immunantwort auf ein spezifisches AntigenchRing TH1 oder Richtung H2,
wird bestimmt durch eben diesen ersten Kontaktdaih Antigen. Der Antigenkontakt
bewirkt, dass sich aus der naiven Zelle Effektderelentweder desHIL- oder des Hi2-
Typs entwickeln. Neben den Effektorzellen bilderchsiauch Gedéachtniszellen,
entweder pra-ml-Gedéachtniszellen oder pr&Z-Gedachtniszellen. Tritt der
Organismus zum zweiten Mal in Kontakt mit dem Astig werden diese
Gedéachtniszellen aktiviert und es bilden sich eetdpend des Typs der Gedachtniszelle
TH1- oder H2-Effektorzellen. Damit haben Individuen, die eieffiziente TH1-
Antwort auf ein Allergen entwickelt haben, eine iggere Anfalligkeit dafir eine

allergische Reaktion zu entwickeln.
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1.5. Zytokine

Zytokine sind extrazellulare Glykoproteine, die ger Signalweitergabe und damit der
Kommunikation zwischen den Zellen wahrend der Imamiwort beteiligt sind. Sie

sind essentiell fir den Ablauf von Zell-Zell-Intetmnen und werden von

verschiedenen Zelltypen gebildet.

Zytokine wirken uber spezifische Rezeptoren auf@eerflache ihrer Zielzellen. Unter
dem Begriff Zytokine werden Interleukine (IL), dmrauptsachlich von T-Lymphozyten
produziert werden, Interferone (IFN), die unter emn wichtig sind fur die

Eingrenzung der Ausbreitung einer viralen Infekfidoloniestimulierende Faktoren
und Chemokine zusammengefasst. Zytokine haben ilgedkinen eine parakrine
Wirkung. AulRerdem konnen sie auch auf entfernteledelund sogar auf ihre

Ausgangszelle wirken und somit auch endokrine widiaine Effekte haben.

Eine Vielzahl von Zellfunktionen der Zielzellen @idurch Zytokine beeinflusst. Dieses
beinhaltet Zellaktivierung, Proliferation, ChemataxIlmmunsteuerung, Freisetzung
weiterer Zytokine oder Mediatoren, Zellwachstum,lld#erenzierung und auch
Apoptose. Dabei hat jedes Zytokin viele verschied€éunktionen, und jede dieser
Funktionen wird wiederum von mehr als einem Zytokemmittelt. Die Wirkungen von
Zytokinen werden durch Bindung an hochaffine Rezegt auf der Oberflache der
Zielzelle vermittelt. Die Zahl dieser Rezeptoremkadurch Aktivierung der Zielzelle
erhoht werden, was wiederum die Antwort dieser &ekrandert. Zielzellen kénnen
ihre eigene Zytokinproduktion durch Zytokine autokanregen oder parakrin zur
Produktion von anderen Zytokinen anregen, die damederum die eigene

Zytokinproduktion verstarken.

Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei der Ertsteg und Aufrechterhaltung
entzundlicher Prozesse, wie sie im Rahmen alldigis&rkrankungen auftreten. Im
Folgenden sollen die im Rahmen meiner Arbeit gepressZytokine kurz erlautert

werden:
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1.5.1. Interleukin 5

IL-5 ist ein 13 kDa schweres, disulfidgebundenesmddimer, das aus 115
Aminosauren besteht. Es wird hauptséchlich veiR2-Zellen gebildet und bewirkt
Wachstum und Differenzierung von B-Lymphozyten f@slert die IgA-, IgM- und vor
allem die IgE-Synthese. Zudem wirkt es als chentistefher und zentraler Faktor auf
eosinophile und basophile Granulozyten. Sowohl &kbdn, Reifung, Aktivierung als
auch Lebensdauer von Eosinophilen werden beeinflé&%1’? IL-5 kann das
Knochenmark dazu veranlassen, vermehrt eosino@rideulozyten freizusetzen. Um
deren Gewebeinfiltration zu bewirken sind aber nactiere Faktoren notwendiy IL-

5 ist vor allem fir die Symptome des Asthma broalehverantwortlich und wird auch
als Marker fir die Entziindungsreaktion bei Asthkeati benutzt, die erhbhte Serum-
IL-5-Werte aufweiser”.

1.5.2. Interleukin 10

Interleukin 10 ist ein 35-40 kDa schweres Moleldds aus 160 Aminosduren besteht.
Es wird von HO und TH2-Zellen, aktivierten CD4+- und CD8+-Zellen, Montay,
Dendritischen Zellen, Keratinozyten und aul3erdenRahmen der Ruckkopplung von
aktivierten Makrophagen gebildet. Auf letztere leat eine hemmende Wirkung und
dient damit der Kontrolle der unspezifischen Abwelieben der IL-10-Produktion in
zirkulierenden Monozyten findet ein grof3er AntedrdL-10-Sekretion auch in den

Alveolarmakrophagen der gesunden Lunge $tatt

IL-10 kann sowohl immunstimulierende als auch imsuppressive Wirkungen
entfalten. Es reguliert Wachstum und Differenzigrumon B-Lymphozyten und
inhibiert die Zytokinsynthese vonHI- (IFN- , IL-2) und TH2-Zellen (IL-4, IL-5)**,
Makrophagen (IL-12) und Natirlichen Killerzellenb&r eine Herunterregulierung des
MHC-1I-Antigens auf Monozyten beeinflusst IL-10 caatigenprasentierende Kapazitat
dieser Zellen und inhibiert damit die Proliferatioon antigenspezifischen T-Zelléf
Sowohl die Uberlebensdauer der eosinophilen Gragtéa als auch die durch IL-4
induzierte IgE-Produktion wird durch IL-10 inhibieAllerdings potenziert sich durch
den IL-4-Einfluss die IgE-Produktion von bereitEigekretorisch umgewandelten B-
Lymphozyten’.
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1.5.3. Interleukin 12

IL-12 ist ein Heterodimer mit zwei Ketten (p35 updO), die aus 196 bzw. 306
Aminosauren bestehen und jeweils ein Gewicht voi33bzw. 35-44 kDa haben. IL-
12 ist ein Schlusselfaktor, der die zellvermittditemunreaktion reguliert und starke
TH1 aktivierende Fahigkeiten hat. Es wird von APCs$soaB-Lymphozyten,

Monozyten/Makrophagen und Dendritischen Zellenesgert®**2

Als TH1-aktivierendes Zytokin induziert IL-12 in diesegl&n die Synthese von IFN-
IL-2 und TNF- %, Auch NK-Zellen werden zur vermehrten Sezernieruag IFN-
angeregt. IFN- wiederum fordert die IL-12-Produktion der Makrogkea/Monozyten
Im Sinne eines positiven RuckkopplungsmechanisrAus. TH2-Zellen hat IL-12 eine
hemmende Wirkung. Zum einen hemmt es die Diffeenuzig der HO-Zellen in TH2-
Zellen, zum anderen vermindert es die Produktiom No4, IL-5 und IL-10 der H2-
Zellen 8. Zu einer Verminderung der IL-4-Produktion komrstaufgrund der mit der
TH1-Aktivierung verbundenen gesteigerten IF$ynthese. Auf diesem Weg bewirkt
IL-12 indirekt eine Hemmung der IL-4-abhangigen Jgeisetzung®. IL-12 spielt
somit eine wichtige Rolle bei der Vermeidung eifiberschieRenden IgE-Produktion

und bei der konsekutiven allergischen Entziindung.

1.5.4. Interferon

IFN- ist ein 40-70 kDa schweres Mono- oder Multimers @dais 143 Aminosauren
besteht. Es wird vonH1-Zellen, CD8+-Zellen, NK-Zellen, Epithelien undoFoblasten
synthetisiert. IFN- ist ein Zytokin der spaten Phase der TH1-Immunaritwind
hemmt die Zytokinproduktion vonHR-Zellen **2. T-Zellen produzieren IFN-nach
Antigenstimulierung. NK-Zellen sezernieren dieseytokin, wenn sie fremde

Strukturen erkennen oder unter dem Einfluss vohaL-

IFN- zeigt ebenso wie die anderen Interferone (IENH-N- ) antivirale und
antiparasitare Fahigkeiten, wirkt jedoch starkeipaaliferativ als IFN- und IFN- *’.
Die Hauptaufgabe des IFNiiegt in der Aktivierung von Makrophagen und darmnit
einer Unterstitzung der zellularen Abwehr. Durche dFN- -Aktivierung sind

Makrophagen in der Lage, reaktiven Sauerstoff uri@Metabolite zu produzieren.
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Zuséatzlich fordert IFN- die Expression von MHC-I- und -lI-Molekulen auf
Antigenprasentierenden Zellen, wodurch es zu watstidAntigenprozessierung kommt.
IFN- induziert direkt die Sekretion von TNE-indem es Makrophagen/Monozyten
stimuliert und erhoht indirekt die TNFProduktion, indem es die IL-10-Produktion

von Monozyten/Makrophagen hemiif?

INF-ghat eine ausgeprégte und relativ spezifische hemen&dirkung auf die IL-4
induzierte IgE- und IgG1-Synthese der B-Zeltéh Bei Asthma-Patienten konnte eine
verringerte Produktion von IFN-nachgewiesen werdé. Der IFN- -Rezeptor leitet

das Aktivierungssignal tGber JAK/STAT weiter.

1.5.5. Tumor-Nekrose-Faktor

TNF- ist ein 52 kDa schweres Molekil, das aus 17,4 &@baveren Untereinheiten und
157 Aminoséauren besteht. TNFwird tGberwiegend von aktivierten Monozyten und
Makrophagen gebildet. Unstimuliert exprimieren diésdiglich mRNA fur TNF-, es
erfolgt jedoch keine Bildung des Proteins. Erst Aieivierung der Zellen durch
Bestandteile von Bakterien, z.B. durch das LPS gegativer Bakterien, Protozoen,
Lymphokine oder Phagozytose von Mikroorganismemtfilr Freisetzung des Proteins
TNF- und zur Transkription weiterer TNFDNA. TNF- gehdrt zusammen mit IL-1
und IL-6 zu den wichtigsten Zytokinen der frithenwihr und der Entziindung. Dabei
stimuliert TNF- die Bildung von IL-1. TNF- und IL-1 zusammen férdern die Bildung
von IL-6. Werden TNF-, IL-1 und IL-6 in entsprechenden Mengen gebildeten sie
Fieber, Produktion von Akute-Phase-Proteinen inLadrer und vermehrte Freisetzung
von Lymphozyten aus dem Knochenmark hervor. Stastaygert werden kann die
TNF- -Sekretion der Monozyten/Makrophagen durch IL-1, -GEF und IFN-. Auch
aktivierte T-Zellen, eosinophile Granulozyten und Hpithelzellen der Atemwege sind

in der Lage TNF- zu sezerniereff*:
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1.6. Die Hygienehypothese

Erstmals formuliert wurde die Hygienehypothese 1988 David P. Strachan. Dieser
These zufolge filhren moderne Gesundheits- und Hggraktiken zu einer relativen
Sterilisation der Umwelt, welches mit einer reduze Exposition der Menschen durch
Viren, Bakterien, Pilzen und ihren Komponenten engleht. Strachan nahm an, dass
diese Komponenten einen allergieprotektiven Effeltten. Die Uberlegung, dass sie in
der ,sterileren®, modernen Welt nicht mehr in audrender Qualitdt und/oder
Quantitdt vorhanden sind, fuhrt gemafl Strachan inene Ungleichgewicht des
Immunsystems, welches schlief3lich Individuen fig Bntwicklung einer allergischen
Krankheit pradisponiert"’.

Die Tatsache, dass der in den letzten Jahrzehrdehabhtete Préavalenzanstieg von
allergischen Erkrankungen von einer enorm gesunkéneidenz und Pravalenz von
bakteriellen und viralen Infektionskrankheiten ineskr Periode begleitet ist,
unterstitzt Strachans Hygienehypothese. Erklarsst ich dies unter anderem durch
verbesserte Impfstoffe und Impfstrategien, sowiecludie strikte Verschreibung von
Antibiotika. Aul3erdem haben sich die Lebensbedigguanim Laufe der Zeit erheblich

verbessert, was durch einen viel hoheren hygiears&tandard charakterisiert ist.

b
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Abbildung 1.5.: Inzidenz von Infektionen und chronschen Entziindungen (1960-2000), modifiziert
nach Bach et al'?



1. EINLEITUNG 16

Zahlreiche weitere Studien bestatigen die Hygiepethese?**®” Strachan fand
heraus, dass Kinder mit vielen, vor allem Aaltereeschwistern aufgrund von
gegenseitiger Ansteckung unter den Kindern haufigetter Infektionen des
Respirationstraktes litten als ihre Altersgenossedihrend gleichzeitig die Pravalenz
von Heuschnupfen und Atopie mit einer grol3eren Ahzm &lteren Geschwistern
abnahm™® Auch der Kontakt zu Gleichaltrigen in Kindertaggiten ist mit einem

gewissen Schutz vor der Entwicklung allergischésr&itkungen verbundeii=%%4

Interessanterweise haben Kinder aus Familien, digeng nach einer
anthroposophischen Philosophie leben, was neben \derrehr von fermentiertem
Gemduse, vor allem einen zuriickhaltenden Gebrauch Amtibiotika beinhaltet, ein

reduziertes Risiko fiir Atopie gegentber ihren AtgEmossen®.

Ein Vergleich der Pravalenzen von Asthma, Giemea alfergischer Rhinitis in Ost-
und Westdeutschland ergab, dass die Pravalenze@sideutschland signifikant
niedriger waren als in Westdeutschland, obwohl éd@&dpulationen einem identischen
Genpool entsprangen und nur 40 Jahre getrennt wosdeen™'®. Es kann vermutet
werden, dass der hohere Lebensstandard Westdeutdshber nach Strachan mit einer
vermehrten Sterilisation der Umwelt einhergeht, isoveventuell auch die in
Ostdeutschland weit verbreiteten Kindertagesstdtdiar verantwortlich sind. Nach der
Wiedervereinigung 1990 und damit einer Angleichuigy Lebensbedingungen im
Osten an die des Westens kam es zu einem Anstidgréealenzen unter Kindern, die
nach 1990 in Ostdeutschland geboren worden wdafei® Die Populationen
unterschieden sich interessanterweise jedoch nddatire nach der Wiedervereinigung
noch bezuglich ihrer T-Helfer-Zell-Antwort. Wahreradopische und nicht atopische
Individuen, die in Ostdeutschland aufgewachsen mvak®r allem HO-Antworten
ausbildeten (>60%), konnte bei westdeutschen Kmdeme ™H2-Polarisierung

beobachtet werden, vor allem wenn sie atopischiware

Es liegen jedoch auch Ergebnisse vor, die in stlaegm Gegensatz zu Strachans These
stehen: Unter afroamerikanischen und hispanischrikamschen Stadtkindern in den
USA konnten hohe Asthmapravalenzen nachgewiesendewer obwohl die
Lebensbedingungen dieser Bevolkerungsgruppen nelveam geringen Einkommen

und ergeblichem Zigaretten- und Drogenkonsum deriieldurch schlechte hygienische
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Verhaltnisse gekennzeichnet sifntf. AuRer bestimmten hygienischen Bedingungen
spielen also vermutlich auch andere Faktoren eiobdeRbei der Entwicklung von

allergischen Erkrankungen.

Neben Infektionen des Respirationstraktes konnterucha solche des
Gastrointestinaltraktes einen Schutz bieten vompistaind Asthma. Es konnte gezeigt
werden, dass Individuen mit einer positiven Sernelddr Hepatitis A,Helicobacter

pylori oderToxoplasma gondiiveniger haufig unter atopischen Krankheiten leittén

Nicht nur humanpathogene Bakterien, sondern auehsgimbiotische saprophytare
Mikroflora sowie probiotische Bakterien des Gasttestinaltraktes werden mit einer
reduzierten Pravalenz von allergischen KrankheitenvVerbindung gebracht. Eine
prospektive Studie, die Bjorksten et al. 2001 umMieugeborenen in Schweden und
Estland durchfiihrten, fand signifikante Assoziagiorzwischen der Darmkolonisation
mit bestimmten Bakterien wéhrend des ersten Lebbress und der Entwicklung von
atopischer Dermatitis oder allergischer Sensililisng. Kinder, die eine atopische
Krankheit entwickelten, waren weniger haufig kokweit mit Enterokokkenund
Bifidobakterien und dafir haufiger mit Staphylokokkenund Clostridien ™.
Veranderungen der mikrobiellen Darmflora konntesoa¥eranderungen der Préavalenz
von Atopie bedingen. Dieses fulhrte zu der Idees dasn mikrobiotische Komponenten
fur die Pravention von Allergien benutzen kénntest& viel versprechende Ergebnisse
liegen bereits vof® Der protektive Effekt eines niedrigeren Hygiemels scheint
also nicht nur auf vermehrte Infektionen zurickhwéih sein, sondern auch auf die
vermehrte Exposition gegenuber apathogenen miltebieKomponenten in der
Umgebung eines Kindes. Diese Idee wurde unterstiiz¢h die Entdeckung, dass
Personen, die mitBacillus Calmette-Guerin(BCG) geimpft worden waren, ein
reduziertes Risiko fur die Entwicklung allergisclisschwerden hatten. In einer Studie
unter japanischen Schulkindern wurden signifikaigsoziationen gefunden zwischen
einer starken Tuberkulin-Antwort und niedrigen Ig&vel, T-Zell-Antworten, die Hl
dominiert waren, und reduzierten Pravalenzen vdergaschen Erkrankungen. Vor
allem bei Kindern, die in der ersten Woche ihrebdres geimpft worden waren, war
dieser Effekt ausgepragt. Neben der Impfung schigch eine natirliche Exposition
gegeniiber Mykobakterien einen protektiven Effekt mben’. Die ISAAC-Studie
stellte fest, dass ein Anstieg der Tuberkulose-Etdte mit einem Abfall der

H&aufigkeit von Giemen verbunden war . Eine Studie,der nur Kinder mit positiver
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atopischer Familienanamnese teilnahmen, konnte cfedkeinen Zusammenhang

zwischen BCG-Impfung und Atopie feststellen

Andere Lifestyle-Faktoren, wie z.B. das Halten wawustieren, sind ebenfalls mit einer
niedrigeren Pravalenz von allergischen Erkrankungssoziiert. Einige prospektive
Kohortenstudien stellten ein niedrigeres Risikodtopische Krankheiten unter Kindern
fest, die taglichen Kontakt zu Hunden oder Katzitend™.
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1.7. Bauerneffekt

Ein weiterer beobachteter protektiver Aspekt, derAlssagen der Hygienehypothese
bekraftigt, ist der so genannte Bauerneffekt.

1989-1990 wurde in einer landlichen Region Oberhbss/elie Minchner Asthma- und
Allergie-Studie durchgefuhrt. Von Mutius et al. ¢em heraus, dass Kinder von
Familien, die mit Holz oder Kohle heizten, ein sfdgant niedrigeres Risiko aufwiesen,
an Heuschnupfen, allergischer Sensibilisierung brahchialer Hyperreaktivitat zu
erkranken'®. Uberlegungen zu den Ergebnissen ergaben, dasArtides Heizens
stellvertretend fur einen traditionellen Lebensstl sehen war, der damit einen
wichtigen schitzenden Einfluss auf die Entstehuoig &llergischen Erkrankungen zu

haben schien.

1999 kamen Braun-Fahrlander et al. nach Untersydmuum der SCARPOL-Studie zu
dem Ergebnis, dass Bauernkinder weniger unter rgida leiden als ihre
Altersgenossert®. Diese Entdeckung wurde inzwischen von zahlreicl8tndien
weltweit bestatigt. Der protektive Effekt des Bauwaflebens scheint sich dabei starker
auf die Entstehung von atopischer Sensibilisienund allergischer Rhinitis als auf die

Entwicklung von Asthma und anderen atopischen Kmaitkn auszuwirken
70,127,130,131,158

Ob der protektive Effekt des Bauernhoflebens bssEnwachsenenalter anhélt, ist noch
nicht abschlieBend geklart. Die Studienlage hiermst kontrovers. Einige
Untersuchungen ergaben, dass erwachsene Bauerngesteigertes Risiko fur
respiratorische Krankheiten habéfi**’ Andere Studien wiederum konnten ein
Anhalten des protektiven Effektes bis ins Erwacksaiter feststeller{®®® Diese
Ergebnisse konnten jedoch auch auf den so genanpteralthy worker
effect* zurickzufihren sein, der darauf beruht,sdsish Bauern, die allergische oder
asthmatische Symptome entwickeln, selbst selektienedem sie sich eine neue

Beschaftigung suchefi,

Bauernkinder unterschieden sich in vielen Studien Wicht-Bauernkindern auch im

Bezug auf verschiedene andere Risikofaktoren. &tem haufig mehr Geschwistér®

176

waren zu Hause weniger Tabakrauch ausgeSet und hatten haufiger Haustiere
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als Nicht-Bauernkindef®'** Diese Faktoren konnten jedoch, neben andereritbere
bekannten Einflussgrof3en, wie Grad der elterlicl&shulbildung und familiarer
Pradisposition, die enormen Unterschiede zwischameB1- und Nicht-Bauernkindern
alleine nicht erklaren. Nach entsprechender Adpugtig blieben die Assoziationen
besteherf****3! Andere Determinanten scheinen hier eine Rollsgalen. Was aber
machte den vermuteten protektiven Effekt des Banadlebens aus?

Das Aufwachsen auf einem Bauernhof ist gekennzeichdurch vielféltige
landwirtschaftliche Expositionen, wie Getreidesta8bjabohnenstaub, Pestizide, Vieh
und schliel3lich mikrobielle Komponenten wie Endatex und zoonotische Pathogene
% Die Beobachtung, dass auch Nicht-Bauernkindedriere Sensibilisierungsraten
aufwiesen, wenn sie haufigen Kontakt zu Stalltieratien™’, sowie die Tatsache, dass
der grof3te allergo-protektive Effekt auf Bauernimbfeeobachtet wurde, zu denen
Viehstalle gehortei®*® sowie teilweise gar nicht nachzuweisen war aufeBahéfen
ohne Viehzuchf®, lieR vermuten, dass der protektive Effekt in \ftedbing steht mit

Komponenten aus Tierstéllen.

38 mmmm Stables & farm milk
in the 1st year (n=218) 7
30 A — Stables, but no milk (n=48)
— Farm milk, but no stables
(n=189)
EEEE Farm milk or stables
after the 1st year (n=138)
20 A Neither stables nor
milk (references) (n=170)

25 4

Prevalence (%)

®,

L

n

asthma wheeze hayfever atopic
sensitization

Abbildung 1.6.: Auswirkungen von Stallkontakt und Konsum von Bauernmilch; nach Riedler et al.
2001

Eine Komponente, die in Tierstdllen in hohen Koredionen zu finden ist, ist
Endotoxin. Auch in den Matratzen von Bauernkindsowie in denen von Nicht-
Bauernkindern mit regelmafiigem Stallkontakt lassersich héhere
Endotoxinkonzentrationen messen als bei Nicht-Bafaerilien ***. Endotoxine sind

Bestandteile der &auReren Zellmembran gramnegat®akterien mit bekannten



1. EINLEITUNG 21

immunstimulatorischen Fahigkeiten. Aufgereinigt  dvir Endotoxin als
Lipopolysaccharid (LPS) bezeichnet. Auch Baktefi@gagmente enthalten LPS, das
immer noch biologisch aktiv ist®**?> Es konnte ein Zusammenhang nachgewiesen
werden zwischen hohen Endotoxinkonzentrationen miedrigeren Pravalenzen von
allergischen Erkrankungér?, der auch von der ALlergy and EndotoXin study (AX-E
Studie), einer Querschnittsstudie, die mehr als B0@er in traditionellen alpinen
Bauern-Gegenden in Deutschland, Osterreich undSdbeweiz untersuchte, bestatigt
werden konnté®. Die Endotoxinkonzentrationen alleine konnten ihiaéb der ALEX-
Studie jedoch nicht den protektiven Effekt des Baheflebens erklaren und kdnnten
ein Surrogat-Marker sein. Andere Komponenten awdiling, Futter, Staub usw.

konnten ebenfalls ausschlaggebend sein fur dektEffe

Neben LPS sind inzwischen fir viele weitere mikedllei Komponenten
allergieprotektive Effekte nachgewiesen worden.Dgehdren CpG-Oligonukleotidd
Lipoproteine und Lipoglykané®®, Zymodan, Peptidoglykane wie Muraminsaure und
MALP-2 '®° |m Staub von Bauernhausern wurden hohe Konzéstext an
Muraminsaure gefunden®. Muraminséure ist eine Komponente der Peptidoglgkia
der Zellwand aller Bakterien. Bakterielle DNA, débenfalls in groien Mengen im
Staub von Bauernhausern nachgewiesen werden kasntejch an hypomethylierten
CpG-Abschnitten und kdnnte mdoglicherweise das Insystem der Bauern triggern
und damit einen antiallergischen Effekt hab&f Sogar eine bereits entstandene
eosinophile Entziindungsreaktion bildete sich im Koration mit experimentellen

Allergenen zuriick unter Einfluss von CpG DNA

Der Dung der Stalltiere enthalt viele verschiedBa&terien. In Mausmodellen konnte
gezeigt werden, dass die aus Dung von Kihen isafierBakterienstamme
Acinetobacter IwoffiandLactococcus lactisn der Lage sind eine allergische Reaktion
zu reduzieren und ein HIL-polarisierendes Programm in Dendritischen Zelin

induzierer?®.

Neben der Inhalation, konnte auch der oralen Aufr@mmikrobieller Komponenten
eine schitzende Rolle zukommen. Fur diese Vermuspnight der protektive Effekt

von unpasteurisierter Milch, wie sie oft innerhddr Bauernfamilien konsumiert wird
127
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1.7.1. Potentielle molekulare Mechanismen des Bmffaktes

Die immunologischen Mechanismen, die dem praventiziekt des Bauernhoflebens
zu Grunde liegen konnten, sind Gegenstand dereeifigrschungen und Diskussionen.
Wahrscheinlich erscheint, dass bestimmte Umweltfakt, denen Kinder in den ersten
Lebensjahren ausgesetzt sind, mit dem spezifisGwmtyp des Kindes interagieren
und die Entwicklung des Immunsystems in einer Richtbeeinflussen, welches die
Kinder entweder schitzt oder pradisponiert fur &etwicklung von allergischen
Erkrankungen®. Solche Umweltfaktoren stellen nach Anlehnung @ Idassische
Hygienehypothese pathogene sowie nach Erweiteruegerd These auch nicht
pathogene mikrobielle Komponenten dar.

Wie beschrieben sind AllergierH2-vermittelte Erkrankungen. Die Hygienehypothese
wurde oft in Verbindung gebracht mit einer Versbthieg der so genanntedT/TH2-

Ballance (siehe oben) in RichungiI-Antwort %

. Inzwischen existieren jedoch
Ergebnisse, die vermuten lassen, dass sich di&ktEfiger Hygienehypothese nicht
alleine durch eine gestortedT/TH2-Balance erklaren lassen. Nicht nur die Pravalenz
TH2-vermittelter Erkrankungen wie Allergien, sondemmch TH1-vermittelter wie
Multiple Sklerose und Morbus Crohn hat in den letiziahrzehnten zugenommen (siehe
Abb. 1.5.) *2 Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass Verdanden unserer
Umwelt die Regulation des Immunsystems umfassebdeinflussen. In-vitro Studien
zeigen, dass die Stimulation peripherer Lymphozywen Bauernkindern mit LPS

sowohl eine Herunterregulierung detZF als auch der A1-Zytokine bewirkt*>,

In diesem Zusammenhang wird die Rolle von Tregkudisrt. Tregs haben ein
immunsuppressive Wirkung aufHI- und TH2-Zellen, indem sie inhibitorische
Zytokine wie IL-10 und TGF- sezernieren und auf ihrer Oberflache negativ
kostimulatorische Molekiule wie CTLA4 und CITR (@bcorticoid-Induced TNF
Receptor) exprimiere™>. Von besonderem Interesse sind derzeit die CD4-63D2
Zellen, die bei verschiedenen Autoimmunkrankheitereduzierter Anzahl vorliegef!.

Ein moglicher Grund fur die Entwicklung von allesghen Erkrankungen kdnnte ein
Fehlen oder eine Verminderung der Treg-vermittelBemppression der HR-Aktivitat
sein, wie es Dbeispielsweise bei einer Verdnderungs dspezifischen

Transkriptionsfaktors Foxp3 zu beobachten ist. Eoklwng und Funktion der
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CD4+CD25+ Zellen hangen hauptsachlich von der Esgioe des spezifischen
Transkriptions-Faktors Foxp3 ab. Eine Deletion imnGron Foxp3 resultiert in einem
Fehlen der Suppressor-Aktivitat der CD4+CD25+T-&eft**'"® Eine Studie konnte
zeigen, dass CD4+CD25+Zellen von atopischen Spendere reduzierte Fahigkeit
hatten die Proliferation und TH2-Zytokinproduktison autolog allergen-stimulierten
CD4+CD25-Zellen zu supprimieren im Gegensatz zu4€CD25+ Zellen von nicht
atopischen Spenderfi

Tregs konnen aktiviert werden durch natirliche #Wjénexposition, und zwar
dosisabhangig. Relativ hohe Allergenlevel in deftlfiihren zu allergenspezifischer
IgG-Produktion ohne eine IgE-Produktion zu bewirtkém murinen Modellen konnte
gezeigt werden, dass geringe Antigendosen maximhafeSekretion und damit IgE-
Level nach sich ziehen, wé&hrend gesteigerte Alldtgezentrationen zu einer
Suppression der IL-4-Produktion und dafiir vermeH#dl- -Sekretion fiihred® Auch
nachdem sich eineHR-Antwort schon etabliert hat, konnen hohe Progsiel noch eine
Veranderung der A1/TH2-Balance bewirker®, eine Tatsache, die man sich bei der
allergenspezifischen Immunotherapie des Heuschnaga Nutzen machen kann. Das
Leben auf dem Bauernhof geht einher mit hohen égdlekonzentrationen und kdnnte
auf diesem Weg seine protektive Wirkung entfaltédtuch LPS, das in hohen
Konzentrationen in Stallen gefunden werden kannnkéregs stimulieren (Uber TLR4).
Diese Stimulation kann die Expression bestimmterer@ichenmarker auf Tregs
induzieren, die Uberlebenszeit der Tregs verlang@wie die Suppressorfunktion
dieser Zellen forder®. Gesteigerte A2-Aktivitat und damit verbundene allergische
Reaktionen konnten also auf eine fehlende Versanighn Richtung H1-getriggerter
Immunantwort, eine gestorte Suppression durch Tredsr beides zusammen

zuriickzufihren seift>.



1. EINLEITUNG 24

o IFN- R @O@ :IL-lO, TGF- o

TH1- Zellen TH2llen ebs

l

allergische Reaktionen

Abbildung 1.7.: Kontrolle der TH2-Zellen durch Tregs und TH1-Zellen

1.7.2. Bedeutung des Expositionszeitpunktes

Vielfaltige Faktoren, wie die FamiliengrofRe, di¢estinale Flora, das Aufwachsen auf
dem Bauernhof, das verbunden ist mit Stallkontaktl Wlem Konsum von nicht

pasteurisierter Milch sowie das Besitzen von Hausti, kbnnen wie erlautert protektiv
wirken bezlglich der Entwicklung von atopischen rarnkungen. Damit diese

Expositionen jedoch den beschriebenen praventiviktthaben, missen sie zu einem
bestimmten Zeitpunkt und mit einer gewissen Hawgkuftreten und zwar wahrend
des ersten Lebensjahres oder sogar schon intraulEpositionen, denen die Kinder in
alteren Lebensjahren ausgesetzt sind, bieten eatwleginen oder nur schwacheren
Schutz oder fiuhren sogar umgekehrt zu akuten Eladenen respiratorischer

Symptomé'’ 1%

Riedler et al. zeigten, dass Kinder, die, bevoresreJahr alt waren, einer bauerlichen
Umgebung und unpasteurisierter Bauernmilch ausgesetren, weniger haufig unter
Asthma (1% vs.. 11%), Heuschnupfen (3% vs.. 13%) atopischer Sensibilisierung

(12% vs.. 29%) litten, im Vergleich zu Kinderngdm Alter von 1-5 Jahren unter
dieser Exposition standen. Am seltensten erkranifemer, die von Geburt an

kontinuierlich bis zum Alter von 5 Jahren Stallkakithatten'*’. Braun-Fahrlander et al.

wiesen nach, dass Kinder von Vollzeit-Bauern nggehe IgE-Serum-Spiegel hatten als
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Kinder von Halbzeit-Bauern. Diese Beobachtung lagstn dosisabhéngige Beziehung
zwischen Expositionen des bauerlichen Lebens urmpiszther Sensibilisierung
vermuterf”,

Interessanterweise zeigen die Ergebnisse der AL&EXIS auch auf, dass die
Entwicklung von bronchialem Asthma signifikant geyer war unter Kindern, deren
Matter wahrend der Schwangerschaft weiterhin iml §&arbeitet und unpasteurisierte
Milch getrunken hattert®’. Neben der Stallexposition in den ersten Lebensjgh
scheint also auch oder vor allem eine pranataleo&#ipn einen starken Schutz zu
bieten. Diese Beobachtungen deuten darauf hin,etass spezifisches Zeitfenster gibt,
das sich schon intrauterin empfindlich zeigt bemigbestimmter Umweltbedingungen,
die das kindliche Immunsystem in Richtung Allerg@er im Sinne eines Schutzes vor
der Entwicklung von Allergien beeinflussen konnBieses genauer zu definieren und
weitere Erkenntnisse bezlglich der verantwortlicihdechanismen zu erlangen sind

Ziele dieser Arbeit.

1.8. Die PASTURE-Studie

Die experimentellen Untersuchungen und Ausarbednndieser Arbeit erfolgten im
Rahmen eines internationalen Projektes, der songeera PASTURE-Studié®. Die
PASTURE-Studie ist eine prospektive Studie, digaimdlichen Umgebungen Europas
durchgefuhrt wird. Ziel der PASTURE-Studie ist ggnauer zu definieren, welche
Rolle die Exposition durch verschiedene mikrobi&ltemponenten bei der Entwicklung
von Asthma und Allergien im Kindesalter spielt. Vatem die immunologischen und
genetischen Mechanismen, die beteiligt sind anin@viduellen Antwort auf diese
Umwelteinflisse, sollen naher untersucht werdestnals wird der Zusammenhang
zwischen Allergien, ihren Risikofaktoren und bestitan Einfluss nehmenden
Umweltfaktoren prospektiv verfolgt.

Im Rahmen dieser Studie werden neben IgE-Bestimeruyn@®NA- und mRNA-
Analysen, Kuhmilch- und Muttermilchproben, Staubsdongen und Befragungen
bezuglich der Ernahrungsgewohnheiten, Stallkontekiied mautterlicher Allergie-
Anamnese auch eine Bestimmung der Zytokinprofilageborener und im weiteren

Verlauf auch einjahriger Bauern- und Nicht-Bauenalérn vorgenommen.
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1.9. Zielsetzung und Fragestellung

1.9.1. Zielsetzung

Wie beschrieben koénnen bestimmte Umweltfaktoree, mit dem Leben auf dem
Bauernhof assoziiert sind, Auswirkungen auf dievkrklung des Immunsystems im
Sinne allergieprotektiver Effekte haben. Ergebnigsielemiologischer Studien, wie der
PARSIFAL-Studie*” sowie einer finnische Kohortenstudi€, deuten darauf hin, dass
dieser Schutz nicht nur postpartal vermittelt wisthndern auch schon intrauterin

angelegt wird.

Wenn dies der Fall ist, sollten sich schon bei dmugeborenen Bauernkindern
Unterschiede bezuglich des Immunstatus finden tasger allem im Hinblick auf
Marker der TH1/TH2-Balance, den Zytokinen. Zielsdie Arbeit ist es zu untersuchen,
ob solche Ungleichheiten bestehen und wie diesaktaisiert sind.

Dazu werden die Konzentrationen folgender ZytokiméNabelschnur-Vollblutproben
neugeborener Kinder aus Bauern- und Nicht-Baueraldhmfach mitogener Stimulation
bestimmt: IL-5 (spiegelt A2-Immunitat wider), IL-10 (spiegelt Treg-Aktivitatider),
IFN- (spiegelt H1-Immunitat wider) sowie IL-12 und TNF-( reflektieren Aktivitat
des angeborenen Immunsystems). Diese Zytokine riiefelinweise auf den
Effektorstatus der neonatalen T-Zellen. So kannizdest teilweise zwischenHI-,

TH2- und Treg- Antworten unterschieden werden.

Die Zytokinwerte sollen assoziiert werden mit bastiten demographischen Faktoren
sowie typischen Expositionen des bauerlichen Lebens genauer zu definieren,
welche Umweltexpositionen im Einzelnen Einfluss meh auf die Zytokinmuster. Die
hergestellten Assoziationen innerhalb der Gesamdptipn der PASTURE-Studie
sollen des Weiteren verglichen werden mit den Emnggslen der Teilstudienpopulation
Osterreich, um landerspezifische Unterschiede ¢htiggth Expositionen und
Zytokinwerten innerhalb der PASTURE-Population adizcken.

Auf diese Weise kann die Reifung des Immunsystenméeru verschiedenen

Umweltbedingungen (Bauern- Nicht-Bauernumfeld) sowiie Auswirkungen einer



1. EINLEITUNG 27

pranatalen Exposition naher untersucht werden desl Weiteren in Assoziation zu der
Entwicklung von Allergie und Atopie der Kinder diglert werden.

1.9.2. Fragestellung

1. Unterscheiden sich die Zytokinprofile von neugebere Bauern- und Nicht-
Bauernkindern? Wie sehen diese Unterschiede aus?

2. Welche Effekte haben demographische Faktoren @&u¥giokinexpression der
Neugeborenen?

3. Welche Effekte haben pranatale Expositionen deerélen Lebens auf die
Zytokinexpression der Neugeborenen?

4. Unterscheiden sich die Zytokinprofile 6sterreichisic Neugeborener von den
Neugeborenen der Gesamtpopulation der PASTURE-Studinsichtlich
Expositionen und Zytokinwerten?

5. In wie weit kdnnten gefundene Assoziationen in Zusenhang gebracht

werden mit dem Risiko fur die Entwicklung von asghien Erkrankungen?
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2. Material und Methoden

2.1. Materiallbersicht: s. Anhang
2.2. Studiendesign: PASTURE

Die hier beschriebenen experimentellen Untersuahiingnd Ausarbeitungen erfolgten
im Rahmen eines internationalen Projektes, der RASH (Protection against Allergy
— Study in Rural Environment) Studie. Die Durchtiiig dieser Studie, sowie die
Aufstellung des Studiendesigns, ist unter der ®nlditung von Prof. Dr. Erika von

Mutius sowie Dr. med. Susanne Schmidt koordiniertden.

Die PASTURE-Studie ist eine multizentrische, pragive Kohortenstudie, die von der
Européaischen Union geférdert wird. Sie wird in Ikctlten Regionen Europas
durchgefuhrt. Dazu gehoren neben Osterreich (Sajylund Deutschland (Miinchen)
auch Schweiz (Basel) und Finnland (Kuopio). Auf3erdschloss sich Frankreich

(Besancon) als funfte Gruppe dem Projekt an, aligedmit separierter Finanzierung.

Abbildung 2.1.: Studienzentren PASTURE
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Die Studienteilnehmer sollen bis zum Alter von sedhhren begleitet werdéf. Ziel
der PASTURE-Studie ist es zu kléaren, ob und welEkgositionen durch verschiedene
mikrobielle Komponenten protektiv auf die Entwickuivon Asthma und Allergien im
Kindesalter wirken. Dabei wird sowohl auf immunadkaher als auch auf genetischer
Ebene untersucht, wie diese fur das traditionelluebliche Milieu typischen
Expositionen die individuelle Antwort verandern kém.

Dazu werden im Rahmen dieses Projektes

0 Laborparameter aus Probenmaterial von Probanderimibets die eine
Allergophé&notypisierung der Kinder zu bestimmtereAdphasen erlauben

o Regelmallige anamnestische Untersuchungen zur nbeterung des
allgemeinen und des Allergiestatus der teilnehmerdeder durchgefihrt

o Nahrungsmittelanalysen bei farmspezifischen Lebétsim wie Milch und
Milchprodukten  und Staubsammlungen mit anschlidBenAnalyse auf
mikrobielle Komponenten durchgefuhrt

o Befragungen bezuglich der Erndahrungsgewohnheitergtallkontakten und zu

mutterlicher Allergie-Anamnese anhand von Fragebhagegenommen

Gegenstand dieser Arbeit ist die Bestimmung unduision des T-Zell-Effektorstatus
neugeborener Bauern- und Nicht-Bauernkinder ankaret Analyse der Zytokinprofile
aus Nabelschnur-Vollblutproben (IL-5, IL-10, IL-1EN- , TNF- ). Insbesondere soll
die Studienteilpopulation Osterreich im Vergleichr 2ZASTURE-Gesamtpopulation

betrachtet werden.
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2.3. Studienzentrum Osterreich

Die Studienteilnehmer der 0&sterreichischen Subptiom leben im Nordwesten
Osterreichs. Zur Studienregion gehoren die BeZBtaunau, Flaugau, Tennengau und
Pongau. Die Flachen dieser Bezirke erstrecken siohr das Voralpenland, die
Voralpen und die Hochalpen. In dieser Region 1eB6A000 Einwohner in Hohen
zwischen 300m und 1000m. Insgesamt 11000 Bauerriegfen im Studiengebiet. Die
meisten Bauern betreiben Ackerbau und Viehzuchtn Bveiterer wichtiger

Wirtschaftszweig fur die Region um Salzburg stedt Tourismus dar.

J

., Braunau

Osttirol

SGdthl Karnten

© SAGIE = 30km

Abbildung 2.2.: Ubersichtskarte Land Salzburg, Ostereich

Quelle: http://www.salzburg.gv.at/landkarten
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2.4. Studienpopulation

Im Zeitraum zwischen August 2002 und Marz 2005 wargchwangere Frauen im

dritten Trimester identifiziert.

In Osterreich wurde die schwangeren Frauen in @edlichen Umgebung Salzburgs
kontaktiert, indem Studienangestellte Geburtsvaitemgskurse besuchten. Berichte in
regionalen Zeitungen, Fernsehen und Radio machdenPdojekt unter der landlichen
Bevolkerung bekannt. Nach dem Ausflillen eines Fyagens wurden die Frauen, die
fur die Studie in Frage kamen, telefonisch kontakti

Die rekrutierten Personen wurden in zwei Kohorteigeteilt: Einer Bauernkohorte und

einer Referenzgruppe (Nicht-Bauernkohorte).

Kriterien der Bauernkohorte:
Zum Zeitpunkt der Erfassung lebt die Frau mit ihfemilie auf einem
Bauernhof mit Viehzucht
Vollzeit- oder Teilzeitbauern, aber auch Familielie auf einem Bauernhof

wohnen ohne an der Hofarbeit beteiligt zu sein

Kriterien der Nicht-Bauernkohorte:
Familien leben in der gleichen Gegend wie die Bafaenilien
Schwangere werden an der gleichen Klinik rekrutiegine stadtischen Kliniken
Familien, die vor Geburt des Kindes von einem Baluef wegziehen
Heimatstadt der Frauen hat weniger als 30000 Eineohund keine

Schwerindustrie

Bauernfamilien, die auf einem Hof leben, an demmKkeéieh gehalten wird, werden

weder der Bauern- noch der Nicht-Bauernkohorte taiige

Ausschlusskriterien:
Frauen unter 18 Jahren
Zwillingsschwangerschaft
Geschwister des Kindes sind bereits Studienteilrehm

Frauen, die eine Hausgeburt planen
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Familien, die planen aus dem Studiengebiet weghanie
Familien ohne Telefonverbindung

Familien, die nur unzureichende Sprachkenntnisberha
Frihgeburt (Geburt vor der 37. SSW)

Ernsthafte genetische Defekte (wie Down-Syndrom)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 625 Blutproben vaugeborenen Kindern aus

Bauern- oder Nicht-Bauern-Umfeld untersucht, daeuritO5 Proben Osterreichischer

Kinder.

2.5. Qualitatskontrolle

Reproduzierbarkeit und Variabilitat der labortedthien sowie ,fieldwork* —Verfahren
sind nach vorheriger Standardisierung in detaiier ,Standard Operating
Procedures” (SOP) bestimmt worden. Die Blutproberd sron allen Medizinisch
Technischen Assistenten unter den gleichen Bedgegurgesammelt und stimuliert
worden. Die Ergebnisse wurden verglichen zwischem @inzelnen MTAs und
zwischen den einzelnen Zentren. Die Fragebogendsteh auf Vollstandigkeit und

Plausibilitat hin untersucht worden und zentral stahdardisiert ausgewertet worden.
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2.6. Probenanalyse mittels ELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)

Probenvorbereitung

An den teilnehmenden Instituten wurden die Blutprobder Neugeborenen (Li-
Heparin-Blut) bei Geburt durch die Hebammen ausNddyelschnur abgenommen und
anschlieBend bei einer Transporttemperatur von 4n°@ie lokalen Studienzentren
gebracht. Von den Eltern der Kinder wurden Einmderdhiserklarungen fir die
Stimulation der Nabelschnurblutzellen und die aheBende Zytokinanalyse eingeholt.
In den Studienzentren wurde das heparinisierte BWtRPMI Zellkulturmedium

angereichert mit 1x Antibiotikum/Antimykotikum (lmks Gibco, Karlsruhe,

Deutschland) und mit 10% FCS (PAA, Colbe, Deutsutijauspendiert (1:8). Innerhalb
von 27 Stunden nach Blutentnahme erfolgte ansanti@@ie Stimulation der Blutzellen,
wobei jeweils ein Milliliter der suspendierten Btetlen fir 24 bzw. 48 Stunden bei
37°C in 5% Kohlendioxidatmosphare inkubiert wurd@e Stimulation der Zellen

erfolgte durch eines der folgenden Mitogene:

1. Kombination aus Phorbol Myristate Acetate (PMANEmI) und lonomycin (1
g/ml) (P/1) (beides von Sima, Deisenhofen, Deuisat)
2. Lipopolysaccharid (LPS) (0,1g/ml) (bereitgestellt von Prof. Holst und Prof.
Brade, Borstel)
3. Staphylococcus aureus Enterotoxin B (SEB) (@iml) (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland)

PMA wirkt intrazellular stimulierend auf den Aktiviargsstatus von T-Zellen. Diese
Stimulation ist antigenunspezifisclonomycin wirkt als lonophor, indem es PMA in
die Zelle einschleust. Die Kombination aus PMA tmaomycin (P/1) ist ein klassischer
Stimulator von T-Zellen. Jede lebende T-Zelle mas$ diese Art der Aktivierung

antworten, unabhangig von der Anwesenheit anderBr, inhibitorischer Zellen. Aus

diesem Grund reflektiert die P/I-Stimulierung ddsuallen Status der T-Zell-Effektor-
Funktion.

LPS wurde ausgewahlt, da es ein wichtiges Toxin reptiart, das von gramnegativen
Bakterien gebildet wird. Dieses Mitogen ist einykbbnaler Aktivator von B-Zellen,

die unabhangig von ihrer Antigenspezifitdt aktivieeerden, proliferieren und sich zu
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Plasmazellen differenzieren. LPS bindet an ein bifdlendes Protein und an CD14.
Uber diese Bindung kommt es zur Aktivierung des #L&h der Oberflache von B-
Zellen, welches eine Aktivierung des Transkriptfaktors NF B nach sich zieht. Die
auf diesem Weg weitergeleiteten Signale induzielienExpression von B7-Molekilen
und proinflammatorischen Zytokinen wie TNE-

SEB ist ein Superantigen, das v&taphylococcus aurewgebildet wird. Superantigene
sind die potentesten T-Zell-Mitogene. Sie verkniipden MHC Il einer APC und den
T-Zell-Rezeptor einer T-Helfer-Zelle. Diese Binduegolgt antigenunabhangig und
resultiert in einer gesteigerten Zytokinproduktidar T-Zellen. Somit wurden zwei
verschiedene bakterielle Stimuli eingesetzt, diehohen Konzentrationen auf den
Bauernhofen gefunden worden waren. Die Stimulantgnd vorher in Pilot-
Experimenten getestet worden betreffend ihrer Kigdgtagine Zytokin-Produktion von
Nabelschnurblutzellen zu induzieren. Nach 24 bzZ8vStunden Inkubation wurden die
Zellen in 1,5 ml cups pipettiert und fir 10 Minuteentrifugiert (800g). Die zellfreien
Kulturiberstadnde wurden abpipettiert und bei -8®%T gefroren. In diesem Zustand
wurden sie auf Trockeneis weitergeleitet an dasrBizinische Forschungszentrum
des Instituts fur Klinische Chemie und MolekulaBeagnostik der Philipps Universitat

Marburg zur Zytokinkonzentrationsmessung.

Die tief gefrorenen, aliquotierten Kulturiiberstanderden hier erneut in drei Portionen
zu jeweils 200 | aliquotiert, um eine Reserve flir eventuelle Naeksungen zu haben.
Anschliel3end wurden die Aliquots zu jeweils 200in 1,5 ml Eppendorf Tubes in

beschrifteten Sortierkartons bei -70°C eingefroldm den Verlust an Zytokinen, der
erfahrungsgemal beim Einfrieren und Auftauen votiufilberstanden auftreten kann,
maoglichst gering zu halten, ist darauf geachtetdenoralle Arbeitsschritte stets auf Eis
und zugig durchzufihren. Die Proben wurden bei #47CKuhlschrank tber Nacht

aufgetaut (13h).
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Assaydurchfuhrung

Mit der Hilfe einer standardisierten  ELISA-Methodewurden  die
Zytokinkonzentrationen der stimulierten Proben ip@stt. Dazu wurden ELISA
OptEIA ™ -Kits fur humanes IL-5, IL-10, IL-12, IFN-und TNF- benutzt und die
Anweisungen des Herstellers befolgt (Opteia ELISABD, Heidelberg, Deutschland).
Im jeweiligen Kit enthaltende zytokinspezifischengantikdrper (Capture-Antibody)
wurden nach Anleitung mit PBS-Puffer (Dulbecco’o$fihate Buffered Saline, PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) verdunng( 1:1000; IL-10: 1:1000, IL-
12: 1:250; IFN-: 1:1000; TNF-: 1:500) und damit 384-Well-Platten (Nunc-GmbH
Wiesbaden, Deutschland) mit jeweils 50pro Kavitat beschichtet. Uber Nacht (15h)
wurden die Platten bei 4°C im Kuhlschrank inkubi&tach dreimaligem Waschen der
Platten mit Hilfe des TECAN-Washers mit WaschpuffeBS+0,1% Tween 20 (Sigma
Biochemica, Deisenhofen)) wurden die Platten aufy&higem Papier ausgeschlagen.
Dieses geschah nach jedem der im Folgenden bdseheér Waschschritte ebenfalls.
Zum Abblocken Uberschiussiger Capture-Antikorper deurauf jede der Platten
PBS+10% endotoxinfreies Fetal Calf Serum (FCS) dGBAA Laboratories GmbH,
Pasching, Osterreich) mit 50 pro Kavitat pipettiert und die Platten anschlie®dir
eine Stunde auf dem Rutteltisch mit 350 rpm in feec Kammer inkubiert. Nach
dreimaligem Auswaschen der Platten wurden die ferdiigsreihe des mitgelieferten
Standards laut Anleitung des Zytokin-Kits sowie @&emben mit 50 | pro Kavitat
aufgetragen und fur weitere zwei Stunden in dectliean Kammer auf dem Rtteltisch
bei Raumtemperatur mit 350 rpm inkubiert. Zur Vemdiing einer Standardreihe wurde
PBS+10% FCS benutzDer Ausgangsstandard betrug fir die Zytokine ILUt510 und
IL-12 500 pg/ml, fr IFN- und TNF- 1000 pg/ml und wurde mit PBS + 10% FCS
sechsfach im Verhaltnis 1:2 verdunnt. Die Verdurgmmder Standardreihe wurden
jeweils doppelt auf die Platte pipettiert, um ber dMessung spater den Standard in
einer Doppelbestimmung festzulegen, was die Gekaitigler Messung optimiert.
Zwei Kavitaten wurden als Bezugsleerwert (Blank) mit PBS + 10% FCS beschickt.
Die Proben wurden in Einfachbestimmung verarbedabei wurden die Proben auf alle
Platten unverdunnt aufgetragen. Auf die PlattenBestimmung von IL-10, IFN-und
TNF- wurden die Proben zusatzlich in einer 1:20- sowi@iner 1:50-Verdinnung
gegeben, da im Vorversuch die Notwendigkeit dig&diinnungen eruiert worden war.
Wahrend der Inkubation band das Interleukin anfel¢stehenden Antikérper auf der
Platte, und zwar proportional zu seiner Konzerdgratim Anschluss wurden die Platten
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erneut dreimalig ausgewaschen, um unspezifischrgieme Stoffe zu eliminieren. Der
zytokinentsprechende biotinylierte Zweitantikorp@etection-Antibody) wurde mit
einer Enzymreagenz (Avidin-horseradish perodidasgugate) und PBS+10% FCS
angesetzt und mit jeweils 50 pro Kavitat auf die Platten pipettiert. Nun wunddie
Platten wieder fur eine Stunde bei 350 rpm auf ¢Riitteltisch bei Zimmertemperatur
inkubiert. In dieser Zeit band der Zweitantikor@er die bestehenden Komplexe aus
Capture-Antibody und Interleukin. Ein erneutes mhaiges Waschen eliminierte
ungebundene Reste des Konjugates, so dass nundasckonjugat proportional zur
Ausgangs-Interleukin-Konzentration war. Im letztechritt wurde zu allen Kavitaten,
einschliel3lich des Blank, 501 POD Substrat (BM Blue, Roche Diagnostics
Corporation, Mannheim, Deutschland) gegeben undAteyatz im Dunkeln fur 10
Minuten inkubiert. Das Substrat POD wird durch dleroxidase zu einem blauen
Farbstoff umgesetzt. Durch Zugabe von 50 H2SO: wurde diese Reaktion
unterbrochen. Bei diesem Schritt musste darauflgetwwerden, dass alle Kavitaten in
gleichem Rhythmus behandelt werden, um vergleiehl&gitfenster zu haben. Die
Ausgangskonzentration des Interleukins ist propodi zum gebundenen Zweit-
Antikorper und der Enzymreagenz und damit auchFaubintensitat nach Farbreaktion
des Enzyms. Aus diesem Grund konnten die exaktemléakin-Konzentrationen der
Proben nun indirekt Uber die Messung der FarbiittEnsit Hilfe eines ELISA-Readers
bei 450 nm bis 690 nm Referenzwellenlange und Bengrtg anhand der Standards im
Bezug zum Blank-Leerwert mit Hilfe einer geeigneBoftware (Magellan 5) bestimmt
werden. Die Sensitivitdten waren 10 pg/ml fur IENZ,7 pg/ml fur TNF-, 8 pg/ml fur
IL-5, 7,2 pg/ml fur IL-12 und 11,4 pg/ml fur IL-1(er Variationskoeffizient lag

zwischen 1,2% und 5,2% flr drei verschiedene Komaganen (n=10).

Die Stimulation mit LPS und SEB ergab keine sidaifiten Unterschiede zwischen der
Bauern- und der Nichtbauernpopulation. Aus diesenm@ wurden die Ergebnisse der
PMA/lonomycin-Stimulation fur die statistische Ausstung benutzt.
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2.7. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte durch Giseléchle, MPH, Universitat Ulm,
Abteilung fiir Epidemiologie Die bestimmten Zytokinwerte (nhach PMA/lonomycin-
Stimulation) wurden auf die Leukozytenzahl standded. Um eine hinreichende
Annaherung der positiven Werte an Normalverteilangerreichen, wurde eine Log-
Transformation (base 1, after adding 10) vorgenomrhkn auf Assoziation zwischen
den Zytokinleveln und den demographischen Variabswie den typischen
Bauernhofexpositionen prifen zu kdnnen, wurde dalivariate Tobit-Regressions-
Modell (Procedure QLIM in SAS®, SAS Institute INGAS OnlineDoc 9.1.3., 2006)
benutzt. Die Anwendung des Tobit Modells ist sinh¥ar kontinuierliche Variablen
mit vielen unter Abrissgrenze liegenden (,left caemesl“) zensierten Werten und ist ein
gutes und geeignetes Verfahren diese Werte bei Khlkulation adaquat zu
bertcksichtigen. Im Bezug auf die vorausgesetztefllSsnahme auf die Werte
unterhalb der Nachweisgrenze, wendet dieses Med®s# lineare Regression auf eine
latent abhangige Variable an, indem die maximalditheinlichkeit geschéatzt wird.
Die Auswertung der demographischen Daten erfolgtebfvariate Verteilungen mit
Hilfe des Chi-Quadrat-Tests. Fir multivariate Viuregen wurde der Wilcoxon-Test
verwendet. Die Zytokinkonzentrationen im Nabelsebiwt wurden durch eine
Bivariatanalyse mit verschiedenen Expositionsvéeiab(Farmstatus, Aufenthalt der
Mutter im Stall wahrend der Schwangerschaft, Aufalttder Mutter in Heuschobern
wahrend der Schwangerschaft, Kontakt der Mutter Stalltieren wahrend der
Schwangerschaft und Konsum der Mutter von Bauegimilwdhrend der
Schwangerschaft) assoziiert. Signifikante Assoaien wurden mit Hilfe des Trend-
Tests Two-sided Wilcoxon-Test bestimmt. Die "Geameteans Ratio (GMR)“ mit
einem Konfidenzintervall von 95% wurde berechnetrcdu Exponentierung der
Koeffizienten und der Grenzen des Konfidenzintdsvahlle angewendeten Modelle
wurden fur Studienzentrum und Bauernstatus adpustred, wenn notwendig, auch fur
Geschlecht, mitterliches Rauchen, elterlichen Adshgsgrad, Anzahl der alteren
Geschwister, mdutterliches Alter, mdutterliche AsthmaHeuschnupfen- und
Neurodermitisanamnese. Die untersuchten Analysaxdemeals signifikant betrachtet
bei einem p-Wert von 0,05 oder kleiner, p-Werteirlde als 0,0001 zeigen
hochsignifikante Assoziationen an. Ab einem p-Weyh 0,1 liegt eine Borderline-

Signifikanz vor.
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Alle statistischen Berechnungen wurden durchgefiifirtSAS 9.1.3 (SAS Institute Inc
Cary, NC).
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3. Ergebnisse

3.1. Studienpopulation

Die Gesamtpopulation der PASTURE-Studie setzt sk 625 Familien zusammen,
davon wurden 299 Familien (47,8%) der Bauerngrwome 326 Familien (52,2%) der
Kontrollgruppe zugeteilt. Die Gesamtpopulation usstareilnehmer der Studienzentren
in Osterreich, Schweiz, Deutschland und Finnlanals Bentrum Frankreich wurde bei
der Analyse der Zytokindaten von der statistiscAealyse ausgeschlossen, da zu viele

Proben unterhalb der Abrissgrenze lagen (siehenunte

Tabelle 3.1.: Studienzentren und Kohortenzuteilung

Studienzentrum | Kontrollkohorte Bauernkohorte | Total

Osterreich 57 (54,2%) 48 (45,7%) 105 (100%)
Schweiz 96 (53,9%) 82 (46,0%) 178 (100%)
Deutschland 81 (55,1%) 66 (44,8%) 147 (100%)
Finnland 92 (47,1%) 103 (52,8%) 195 (100%)
Total 326 (52,1%) 299 (47,8%) 625 (100%)

Die Studienteilpopulation Osterreich setzt sich imsgesamt 105 Familien zusammen.
Davon wurden 48 Familien (45,7%) der Bauernkohaugeteilt und 57 Familien
(54,2%) der Kontrollgruppe.
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Abbildung 3

.1.: Studienteilnehmer PASTURE
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3.2. Soziodemographische und bauernhofspezifischdn&rakteristiken

3.2.1. PASTURE-Gesamtpopulation (alle Studienzentre

Tabelle 3.2. und 3.3. stellen soziodemographisched ubauernhoftypische
Charakteristiken der PASTURE-Population dar. In @emden Kohorten zeigen sich
keine signifikanten Unterschiede bezuglich der Gesthterverteilung. Wahrend fur
das Alter der Neugeborenen bei Geburt (in abgessbien Schwangerschaftswochen)
kein signifikanter Zusammenhang zur Kohortenzugehkeért festzustellen ist, liegt das
durchschnittliche Geburtsgewicht der NeugeborersgrBauernkohorte hochsignifikant
Uber dem der Kinder der Kontrollgruppe. Die Mutberider Kohorten unterscheiden
sich nicht hinsichtlich ihres Alters, jedoch bezdiglinres BMIs: der durchschnittliche
BMI der Bauernmiuitter liegt tber dem der Kontroligpe (p<0,0001). Bei den Muttern
der Bauernkohorte handelt es sich aul3erdem wehiggig um Erstgebarende als bei
den Mattern der Kontrollgruppe (p<0,0001). Die Bauk®horte zeichnet sich Uberdies
durch einen hochsignifikant niedrigeren Bildungsigrder Eltern aus. Elterliches
Rauchen sowie Rauchen der Mutter wahrend der Sdewschaft wird weniger haufig
in den Bauernfamilien beobachtet (p<0,0001). Studitnehmer der Bauernpopulation
weisen seltener eine positive elterliche Asthmaarem®a auf, vor allem beziglich der
vaterlichen Anamnese ergeben sich dabei hochdigni® Unterschiede. Mitter  der
Bauernkohorte nahmen wahrend der Schwangerschafiothehdufiger Bauernmilch zu
sich als Schwangere der Kontrollgruppe (73,9% \&5%; p<0,0001). In beiden
Gruppen wurde diese Milch vor allem in ungekochted nicht entrahmter Form
konsumiert. Neben der rohen Kuhmilch wird innerhaer Bauernfamilien auch
vermehrt daraus hergestellte Butter sowie Joghkorisumiert (p<0,0001). Schwangere
der Bauernkohorte verbrachten durchschnittich meteit in Tierstallen und
Heuschobern als Schwangere der Kontrollgruppe (8€,) und hatten hochsignifikant
haufiger Kontakt zu Stalltieren (Kihe, Schweinefl@gel, Schafe und Ziegen).
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Tabelle 3.2.: Soziodemographische Faktoren der PARIRE-Gesamtpopulation
Kontrollen Bauern
(N=326, 52.2%) | (N=299, 47.8%) p-Wert
Geschlecht des neugeborenen Kinges:
_ _ 170 (53.0%) 146 (49.3%) 0.37
Junge (ja/nein)
Schwangerschaftsalter des Neugeborgnen , (35-43) 40 (36-43) 0.96
in Wochen (median, min-max)
Geburtsgewicht des Neugeborenen| in
3445 3550
Gramm 0.0002
(median, min-max) (1990-4850) (1900-5104
Alter der Mutter in Jahren (median, m|n-
31.0 (19-44) 31.2 (21-48) 0.074
max)
BMI der Mutter in kg/m2 (median, min-
22.5 (16-37) 23.6 (18-44)| <0.0001
max)
Elterliches Rauchen (ja/nein) 226 (69.3% 160 (B3.5| <0.0001
Mutter rauchte wahrend der SS (ja/nein 60 (18.4%) 18 (6.0%) | <0.0001
Niedriger Ausbildungsgrad der Eltgrn
. _ 146 (44.7%) 175 (58.5%)| 0.0006
(ja/nein)
Erstes Kind der Mutter (ja/nein) 153 (46.9%) 70.428) <0.0001
Positive Atopieanamnese der Mufter
. _ 162 (49.6%) 124 (41.4%)| 0.039
(ja/nein)
Positive Atopieanamnese des Valers
_ _ 155 (47.5%) 101 (33.7%)| 0.0002
(ja/nein)
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Tabelle 3.3.: Typische Verhaltensweisen des tradithellen Bauernhoflebens in der PASTURE-
Gesamtpopulation
Kontrollen Bauern
(N=326, 52.2%) | (N=299, 47.8%) p-Wert

Konsum von Bauernmilch wahrend der §S 41 (12.5%) 221 (73.9%)| <0.0001
- Wenn ja, Konsum von ungekochter

) _ _ 33 (80.5%) 184 (83.6%) 0.62
Bauernmilch (ja/nein)
- Wenn ja, Konsum von nicht entrahmte

) _ _ 34 (82.9%) 183 (82.8%) 0.98
Bauernmilch (ja/nein)
Konsum von Bauernbutter wahrend der [SS 5 (1.5%) 40 (13.4%) | <0.0001
(mindestens einmal pro Woche)
Konsum von Bauernjoghurt wéhrend def 8 (2.5%) 37 (12.4%) | <0.0001
SS (mindestens einmal pro Woche)
Durchschnittliche Zeit, die wahrend der S
in Tierstallen verbracht worden ist 0 (0-19.4) 11.3 (0-60.7)| <0.0001
(median, min-max)
Durchschnittliche Zeit, die wahrend der S
in Heuschobern verbracht worden ist 0 (0-19.4) 1.2 (0-42) | <0.0001
(median, min-max)
Kontakt zu Stalltieren wahrend der SS
(mindestens einige Male im Monat)
- Kontakt zu Kiithen 64(19.6%) 266 (88.9%) <0.0001
- Kontakt zu Schweinen 14(4.2%) 63 (21.0%) <0.0001
- Kontakt zu Gefligel 42(12.8%) 95 (31.7%) <0.0001
- Kontakt zu Ziegen und Schafen 26(7.9%) 63 (23.0% <0.0001
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3.2.2. Vergleich der Studienteilpopulation Osteainit der
Gesamtpopulation

Tabelle 3.4. und 3.5. stellen soziodemographisched ubauernhoftypische
Charakteristiken der Subpopulation Osterreich &arzeigen sich keine signifikanten
Unterschiede bezuglich der Geschlechterverteilugrgodterreichischen Kohorten. Wie
schon fur die Gesamtpopulation beschrieben sincerieltder Osterreichischen
Kontrollgruppe signifikant h&ufiger Raucher als dfft der Osterreichischen
Bauerngruppe (78,9% vs. 52,0%, p=0,0036). Dabedést Anteil rauchender Eltern
innerhalb der 6sterreichischen Studienpopulatiodl3gr als innerhalb der gesamten
PASTURE-Population (66,7% vs. 62,8%), was vor alleuf einem hdheren
Prozentsatz an Rauchern der Kontrollgruppe bert®©% vs. 69,3%). Wie auch flr
die Gesamtpopulation zu beobachten, rauchten wédhden Schwangerschaft mehr
Mutter der Kontrollgruppe als Mitter der Bauernkdboin der Osterreichischen
Population (15,7% vs. 4,1%; p=0,05), der Anteil @&thrend der Schwangerschaft
rauchenden Miitter entspricht dabei in etwa dem iRdex Gesamtpopulation (10,5%
vs. 12,5%). Analog zur Gesamtpopulation lassen sanifikante Unterschiede
bezuglich des Ausbildungsgrades der OsterreichisEftern beider Kohorten feststellen.
Wahrend bei der Kontrollgruppe ein Uberwiegen detterE mit hohem
Ausbildungsgrad beobachtet werden konnte (75,4%24s5%), finden sich in der
Gruppe der Bauern Eltern mit hohem und Eltern netingem Ausbildungsgrad zu
gleichen Teilen (50% vs. 50%). Dabei ist der Antdér Eltern mit niedrigem
Ausbildungsgrad in Osterreich geringer als in des#@ntpopulation (36,2% vs. 51,4%).
Entsprechend den Gesamtergebnissen aller Studieszeasst sich auch fur Osterreich
ein hochsignifikantes Uberwiegen Erstgebarendemén Kontrollgruppe erkennen.
Wahrend 87,7% der Mtter der Kontrollgruppe ihtesKind austrugen, entbanden nur
22,9% der Bauernmutter zum ersten Mal (p<0,000i9gésamt liegt der Anteil der
Erstgebarenden in der Osterreichischen Subgrupee dém der Gesamtpopulation
(58,1% vs. 35,7%), was vor allem durch den hoheneifrErstgebérender in der
Osterreichischen  Kontrollgruppe im  Vergleich  zur ritollgruppe  der
Gesamtpopulation bedingt ist (87,7% vs. 46,9%)ni#lgante Unterschiede zeigen sich
analog zur Gesamtpopulation im Vergleich der etteen Atopieanamnese. Eltern der

Osterreichischen Kontrollgruppe weisen haufigeegiasitive Atopieanamnese auf
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als Eltern der Bauernkohorte. Wahrend 40,3% dertéiind 45,6% der Véater der
Kontrollgruppe eine atopische Vorgeschichte halserd nur 20,8% der Bauernmutter
und 12,5% der Bauernvater betroffen (Mutter: p=093/ater: p<0,001). Im Vergleich
zur Gesamtpopulation weisen die 6sterreichischeégriclweniger haufig eine positive
Atopieanamnese auf (Mutter: 31,4% vs. 45,8%, V&er5% vs. 41,0%), besonders die
Osterreichischen Bauern unterscheiden sich daleden Bauern der Gesamtpopulation
(6sterreichische Bauerneltern: Madatter: 20,8%, \atd2,5%; Bauerneltern der
Gesamtpopulation: Mutter: 41,4%, Vater: 33,7%). tdiitder Bauernkohorte hatten
wahrend ihrer Schwangerschaft sowohl zu Haustiaeleauch zu Stalltieren signifikant
haufiger Kontakt. 91,6% bzw. 37,5% der Bauernmiitgahten die Frage nach Katzen-
bzw. Hundekontakt, wéhrend nur 15,7% bzw. 10,5% Maétter der Kontrollgruppe
entsprechenden Haustierkontakt angaben (Katzen,0p€0; Hunde: p=0,001). Wie
schon fur die Gesamtpopulation beobachtet, verbeacMutter der 6sterreichischen
Bauernkohorte hochsignifikant mehr Zeit in Tiera@lund Heuschobern wahrend der
Schwangerschaft als Mitter der Kontrollgruppe. @atohorte: Tierstélle: Median:
13,5 (h/Woche) , p<0,0001; Heuschober: Median: 3 @8Woche), p<0,0001). Mitter
der Osterreichischen Bauernkohorte hatten deuilitdr Kontakt zu Stalltieren (Kiihen,
Schweinen, Geflugel, Schafen) als Mitter der Ostelrschen Kontrollgruppe (jeweils
p<0,0001). Dabei liegen die fur die osterreichiscBauernmitter erhobenen Daten
Uber den Daten der Bauernmutter der Gesamtpopujatar allem fur den Kontakt zu
Geflluigel zeigen sich deutliche Unterschiede (Ki#1e6% vs. 88,9%, Schweine: 35,4%
vs. 21,0%, Geflugel: 60,4% vs. 31,4%, Schafe: 31y2%21,0%). Sowohl innerhalb der
Osterreichischen Teilpopulation als auch in der a@gpopulation gaben insgesamt
41,9% der Mitter an, wahrend ihrer Schwangers&giernmilch konsumiert zu haben.
Wie schon fiir die Gesamtpopulation lasst sich diichOsterreich beobachten, dass
Mutter der Bauernkohorte hochsignifikant haufigeauBrnmilch wahrend ihrer
Schwangerschaft konsumierten als Mdutter der Kolgimgppe (81,2% vs. 8,7%;
p<0,0001), wobei innerhalb der Kontrollgruppe dmtedreichischen Frauen weniger
haufig diese Milch konsumierten als die Mitter direSruppe insgesamt (8,7% vs.
12,8%).
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Tabelle 3.4.: Soziodemographische Faktoren der Stighteilpopulation Osterreich

Kontrollen Bauern

(N=57; 54,2%) | (N=48; 45,7%) | p-Wert
Geschlecht des neugeborenen Kindes: Junge 30 (52,69) 27 (43,7%) 0,7844
(ja/nein)
Elterliches Rauchen (ja/nein) 45 (78,9% 25 (52,0%) 0,0036
Mutter rauchte wahrend der SS (ja/nein) 9 (15,7%) 2 (4,1%) 0,0527
Niedriger Ausbildungsgrad der Eltern (ja/nein) 14 (24,5%) 24 (50,0%) | 0.0069
Erstes Kind der Mutter (ja/nein) 50 (87,7%) 11 @2) |<0,0001
Positive Atopieanamnese der Mutter (ja/neif) 23 (40,3%) 10(20,8%) | 0,0319
Positive Atopieanamnese des Vaters (ja/nein) 26 (45,6%) 6(12,5%) | 0,0002
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Tabelle 3.5.: Typische Verhaltensweisen des tradihellen

Studienteilpopulation Osterreich

Bauernhoflebens in der

Kontrollen Bauern

(N=57; 54,2%) | (N=48; 45,7%) | p-Wert
Konsum von Bauernmilch wahrend der §S 5 (8,7%) 39 (81,2%) <0,0001
Durchschnittliche Zeit, die wahrend der S
in Tierstallen verbracht worden ist 0 (0-1,5) 13,25 (0-60,67)| <0,0001
(median, min-max)
Durchschnittliche Zeit, die wahrend der 5S
in Heuschobern verbracht worden ist 0 (0-0,5) 1.083 (0-21,0) | <0,0001
(median, min-max)
Kontakt zu Stalltieren wahrend der SS:
(mindestens einige Male im Monat)
- Kontakt zu Kilhen 11 (19,20%) 44(91,6%) | <0.0001
- Kontakt zu Schweinen 3 (5,2%) 17 (35,4%)| <0.0001
- Kontakt zu Geflugel 8 (14,0%) 29 (60,4%) | <0.0001
- Kontakt zu Ziegen und Schafen 3 (5,2%) 15 (31,2%) <0.0001
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3.3. Zytokinmessungen

Proben fir die Zytokinanalyse konnten nur von 69##4807) der Gesamtpopulation
(Osterreich: 57,1% (n=105)) gewonnen werden. Das \sr allem darauf
zuruckzufihren, dass die Hebammen teilweise vergdigseNabelschnurblutproben zu
entnehmen, in anderen Féllen lagen Transportprabl&m die Proben vor oder die
Proben erreichten das lokale Labor in koagulieoter hamolytischer Weise, so dass
die Richtigkeit der Ergebnisse nicht garantiert deer konnte. Insgesamt konnten 749
Nabelschnurblutproben zur Analyse gewonnen werii@h:aus Osterreich, 178 aus der
Schweiz, 147 aus Deutschland, 195 aus Finnlandl24daus Frankreich. 18 Proben
mussten von der Zytokinanalyse ausgeschlossen wed#edie Zeitspanne zwischen
Blutentnahme und Stimulation die vom Studienproliogeforderten 27h tberschritten
hatte. Weitere 41 Proben wurden auf Grund einesiltiggn Blutbildes nicht untersucht.
Die 124 franz6sischen Nabelschnurblutproben wurdeach der nach der
Zytokinbestimmung von der statistischen Analysegasshlossen, da sie eine hohe
Anzahl von Nullwerten aufwiesen. Au3erdem wurdehallle12 von weiteren Analysen
ausgeschlossen, da 85,7% der Proben IL-12-Konzemea unterhalb der

Nachweisgrenze aufwiesen.

3.3.1. Pravalenz und Verteilung der Zytokine

Abb. 3.2. stellt Pravalenz und Verteilung der geseesn Zytokine dar. Die
aussagekréaftigsten Messergebnisse fur die Zytokéfien sich nach Stimulation der
Nabelschnurblutproben mit PMA + lonomycin nach 4Bkubation erzielen. Die
Zytokinlevel der Bauern- sowie der Nichtbauern-Nshmyenen wurden miteinander
verglichen. Nachfolgende Graphik (Abb.1) veranstbhtiden prozentualen Anteil der
Proben, in denen Zytokinkonzentrationen oberhalb Machweisgrenze detektiert
werden konnten. Dabei ergaben sich fur alle Studietren &hnliche Ergebnisse, wobei
die Detektierbarkeit der Zytokine unterschiedlicarwDie meisten Werte unterhalb der
Nachweisgrenze lagen fiur IL-12 vor (85,7%), wahr@dd6% der IFN--Messungen,
23,5% der TNF--Messungen, 26,4% der IL-5-Messungen und 51,2% ld€hO-
Messungen Werte unterhalb der Nachweisgrenze eangabi@ezuglich der

Detektierbarkeit der jeweiligen Zytokine konntenirke signifikante Unterschiede
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zwischen den Studienzentren festgestellt werdes Midiane der Anzahl der Werte

oberhalb der Nachweisgrenze unterscheiden sich sighifikant.

Abbildung 3.2.: Pravalenz und Verteilung der Zytokine

Obere Graphik: Verteilung der Zytokinkonzentrationen nach PMA endmycin-

Stimulation des Nabelschnurblutes nach 48 Stundé&nbhktion; Bauern (schwarzer
Balkenabschnitt); Nicht-Bauern (grauer Balkenabstthin

Gesamthohe der Balken:: Prozentsatz der Proberr déeNachweisgrenze (xxx)

A: Osterreich; C: Schweiz; D: Deutschland; S: Rliand

Untere Graphik:Boxplots der Messergebnisse

Quelle: G. Biichele, Ulm

IL-5 lieR sich im Uberwiegenden Teil der Proben hvemisen (55%-90%). Die
Abweichung der Einzelproben vom Medianwert, wieBoxplot erkenntlich, ist dul3erst
gering. Ein signifikanter Unterschied zwischen dBauern- und der Nicht-
Bauernpopulation ist nicht erkennbar. Verglichemdavar IL-10 in deutlich weniger
Proben nachweisbar (30% (Osterreich) -55% (Finnlamde Validitat der IL-10-
Messung fallt deutlich geringer aus, wie in der Blox-Darstellung an einem

vergroRerten Interquartilsabstand zu erkennemist.Verteilung zwischen Bauern und
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Nicht-Bauern ist nahezu ausgewogen. Lediglich e deutschen Proben fallt ein
Ubergewicht der messbaren IL-10-Konzentrationen desi Nicht-Bauern auf. 1L-12
war nur in einem geringen Anteil der Proben nachbai (3% (Osterreich)- 5%
(Finnland)), wobei die Streuung der Messwerte sgning ausfallt. Der Anteil der
detektierbaren Proben ist unter den Studienpopuiati ungleich verteilt. Wahrend bei
den osterreichischen Proben die Nicht-Bauernprobibarwiegen, liegen bei den
finnischen Proben deutlich mehr Bauernproben tibemMNéchweisgrenze. IFNwar in
einem &aullerst hohen Prozentsatz der Proben natlawve{§0% (Schweiz)-98%
(Finnland)). Die Messwerte zeigen eine sehr ausggerStreuung um den Median. Die
Verteilungen unter den Bauern und den Nicht-Bausrausgeglichen. TNF-konnte in
beiden Populationen gleich haufig nachgewiesen ever@0% (Osterreich)-97%
(Finnland)). Die Validitat der Messungen ist guasasich in der Boxplot-Darstellung
erkennen lasst. Insgesamt zeichnen sich die Mesdseigge studienzentrentbergreifend
durch &hnliche Mediane sowie, mit Ausnahme von IFNdurch eine geringe
Streubreite aus.

3.4. Zusammenhang zwischen demographischen Einflggé3en und
Zytokinwerten in der PASTURE-Gesamtpopulation

Die in Tabelle 3.6. dargestellte Untersuchung dassamhmenhanges zwischen
bestimmten demographischen Faktoren und den im Idldbrirblut gemessenen
Konzentrationen der Zytokine IL-5, IL-10, IFN-und TNF- erfolgte mit Hilfe des

multivariaten Tobit Regressions Modells (ProcedptéM in SAS®, SAS Institute Inc.,
SAS OnlineDoc 9.1.3., 2006). Es erfolgte eine Atigwang fur Studienzentrum,
Bauernstatus und wenn notwendig fir Geschlechttemidghes Rauchen, Anzahl der
Geschwister, mutterliches Alter bei Geburt des i€gdowie mutterlicher Asthma- und
Heuschnupfenananmese. Mannliche Neugeborene b#&deorten zeigten erhoéhte
TNF- -Spiegel nach Stimulation (p=0,019). MdutterlichesauBhen wahrend der
Schwangerschaft wirkte sich auf die IL-5-Konzentmratder Kinder hochsignifikant

mindernd aus, wahrend eine positive Heuschnupfenaese der Mutter mit einer
Konzentrationssteigerung von IL-5 einherging (p60%). Hat das Kind éaltere
Geschwister, lassen sich signifikant erhdhte IL<dd®wie IFN--Werte nachweisen.



Tabelle 3.6.: Effekt von demographischen Faktorenwf die Zytokinproduktion von CBMCs (PASTURE-Gesamtpopulation)

IL-5 IL-10 IFN- TNF-
GMR P GMR P GMR P GMR P
Demographische Faktoren [95% KI] [95% KI] 195% KI] 195% KI]
1,05 0,5 0,97 0,85 1,11 0,49 1,4 0,019
Geschlecht (Junge)
[0,91; 1,23] [0,75; 1,26] [0,82; 1,51] [1,06; 1,85]
iiteilees Revehen 0,64 0,00024 0,8 0,29 0,68 0,11 0,74 0,19
wahrend der SS (ja) [0,51; 0,81] [0,54; 1,20] [0,43; 1,08] [0,48; 1,15]
5 _ _ 0,93 0,5 1,37 0,035 16 0,033 1,13 0,46
Altere Geschwister (ja)
[0,75; 1,15] [1,02; 1,83] [1,04; 2,46] [0,82; 1,54]
_ 1,32 0,00012 0,92 0,59 1,31 0,11 0,92 0,6
Matterliche Heuschnupfenanamnese
[1,11; 1,55] [0,70; 2,46] [0,94; 1,83] [0,67; 1,26]

Zytokinkonzentrationen in Nabelschnurblutprobenm&tmulation mit PMA/lonomycin (48h Inkubation)

GMR = Geometric Means Ratio
[95% KI] = Konfidenzintervall 95%

Daten nach G. Bichele, Ulm
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3.5. Effekt der bauernhoftypischen Expositionen undles Konsums von

Bauernprodukten auf die Zytokinkonzentrationen im Nabelschnurblut

Die Konzentrationen der Zytokine IL-5, IL-10, IFNund TNF- wurden mit dem

Bauernstatus und mit typischen Bauernexpositiormmies im Besonderen mit dem
Konsum von Bauernprodukten assoziiert. Die Ausweytiiir den Bauernstatus erfolgte
mit Hilfe des Cochran-Armitage-Trend-Tests (sielabdlle 3.7.) sowie in Verbindung
mit den anderen Variablen mit Hilfe des multivagiatTobit Regressions Modells
(Procedure QLIM in SAS®, SAS Institute Inc., SAS lideDoc 9.1.3., 2006 (siehe
Tabelle 3.8. und 3.9.). Dabei wurden eine Adjusher fur Studienzentrum,
Bauernstatus und wenn notwendig fir Geschlechttamiches Rauchen, Anzahl der
alteren Geschwister, miutterliches Alter bei Gebdes Kindes sowie miitterlicher
Asthma- und Heuschnupfenanamnese vorgenommen. defdeerfolgte fir einzelne
Werte eine zusatzliche gegenseitige Adjustierung.Auswertung der dsterreichischen
Ergebnisse ergab bis auf einen signifikanten Zusantang (IL-10 und Aufenthalt der
Mutter in  Heuschobern), keine signifikanten  Asstai@en  zwischen

Zytokinkonzentrationen und Expositionen (siehe Tlab8.10 bis 3.16), so dass im

Folgenden tendenzielle Verdnderungen beschriebesewe

3.5.1. Bauernstatus

Neugeborene der Bauernkohorte weisen signifikanhete® IFN--Werte auf als
Neugeborene der Kontrollgruppe. Dieser Zusammembsirjedoch nach Adjustierung
fur die anderen untersuchten Variablen im Tobit reegions Modell nicht mehr
signifikant. Die TNF--Werte in den Bauernproben sind ebenfalls erhohk0,(64),
auch nach erfolgter Adjustierung im Tobit Regressidlodell (GMR=1,34, p=0,039)
(Tabelle 3.7. und 3.8.).

Die Ergebnisse fur die Osterreichischen Bauernprobeigen ebenfalls trendmalig
erhohte TNF--Werte (OR=1,62). Diese Assoziation ist jedoch ticimehr
nachzuweisen und wird sogar tendenziell negativh n&djustierung fur Geschlecht,
mutterliches Rauchen, Anzahl der &lteren Geschwyistétterliches Alter bei Geburt
des Kindes sowie miuitterlicher Asthma- und Heuscfengnamnese (OR=0,92). Fur
INF- , IL-5 und IL-10 ergeben sich ebenfalls tendenzestiiedrigte Werte bei den

Osterreichischen Bauernkindern im Vergleich zur t#aligruppe, die sich nach
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Adjustierung sogar noch ausgepragter darstelleN-(IFOR=0,49 (adj.); IL-5: OR=
0,88 (unadj.); IL-10: OR=0,38 (ad,.), p=0,0564 (s Tabelle 3.10.).

3.5.2. Aufenthalt im Stall wahrend der Schwangeafich

Der Aufenthalt der Schwangeren in Tierstdllen gehit keinen signifikanten
Konzentrationserhhungen der Zytokinspiegel einheme tendenziell positive
Assoziation lasst sich fur IL-5 (OR=1,20), IFN(OR=1,28) und TNF- (OR=1,19)
feststellen, die sich fur IL-5 (OR=1,14 (unadj.)hdu TNF- (OR=2,02 (unadj.),
OR=1,54 (adj.)) auch bei den dsterreichischen Wdpenbachten lasst. Im Gegensatz
dazu konnte fir IFN- eine negative Assoziation zum Stallaufenthalt drtter
beobachtet werden (OR=0,64 (adj.)). IL-10 erschepusitiv assoziiert zum
Stallaufenthalt der &sterreichischen Maitter (OR#Z1,8unadj.), nach erfolgter
Adjustierung ist dieser Effekt jedoch nicht mehr emkennen (OR=0,89 (adj.)) (siehe
Tabelle 3.8. und 3.11.).

3.5.3. Aufenthalt in Heuschobern wahrend der Sclgeesthaft

Der Aufenthalt der Mutter in Heuschobern wahrend 8ehwangerschaft wirkt sich
signifikant positiv auf die TNF-Konzentration aus (p=0,022). Aulerdem ist eine
tendenziell positive Assoziation fiur IFN-zu beobachten (OR=1,28). Auch die
Osterreichischen Werte fur TNE-sowie ebenfalls fir IFN-und IL-10 lassen eine
positive Assoziation zum Aufenthalt der Mutter irek$chobern erkennen, die nach
Adjustierung bestehen bleibt (TNE- OR=1,64 (unadj].), OR=1,40 (adj.); IFN-
OR=1,47 (unadj.), OR=1,62 (adj.). Die IL-10-Konzatibnen sind dabei signifikant
erhoht (p=0,038). Negative Assoziationen zur HeabehExposition zeigt IL-5
(OR=0,88 (unadj.)) (siehe Tabelle 3.8. und 3.12.).

3.5.4. Kontakt zu Stalltieren wahrend der Schwaswjeaft

Deutlich signifikante konzentrationsteigernde Eféelauf IFN- sowie ebenfalls auf
TNF- hatte der Kontakt der Mutter zu Stalltieren wékirder Schwangerschaft (IFN-
OR=1,28, p=0,0052; TNF: OR=1,29, p=0,0021). Auch nach gegenseitiger
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Adjustierung bleiben die Effekte des Tierkontaktggnifikant (IFN-: OR=1,16,
p=0,046; TNF-: OR=1,26, p=0,0013).

Die TNF- -Konzentrationssteigerungen bilden sich auch inisiélierten Auswertung
der Osterreichischen Daten ab, wéhrend hier fur IFch erfolgter Adjustierung kein
konzentrationssteigernder Effekt fir den Tierk&htanehr zu erkennen ist. Die
Konzentrationen von IFN-im Nabelschnurblut der dGsterreichischen Kindemgeei
sogar eine negative Assoziation zum Kontakt dertétutu Tieren (OR=0,83 (adj.)),
welche ebenfalls tendenziell fir IL-5 zu beobachstiisiehe Tabelle 3.8. und 3.13.).

3.5.5. Konsum von Bauernmilch wahrend der Schwanoeft

Der Genuss von roher Bauernmilch wahrend der Scheranhaft ist positiv assoziiert
mit der Konzentration von IFN-im Nabelschnurblut (OR=1,24). Vor allem der
Konsum von unentrahmter Milch hat signifikant kontzationssteigernde Effekte (IFN-
. OR=1,45; p=0,047), wéhrend fur den Konsum von e&bghter Bauernmilch
lediglich eine tendenziell positive Assoziationeaiennen ist (IFN-= OR=1,40; TNF-:
OR=1,21).
Die Zytokinanalysen des Nabelschnurblutes der fkistdrischen Kinder ergaben
ebenfalls einen Anstieg der INFKonzentration, der mit dem Genuss von Bauernmilch
assoziiert ist und auch nach Adjustierung bestditeibt (OR=8,65 (unadj.), OR=2,99
(adj.)). Auch TNF- und ausgepragter auch IL-5 zeigen eine positiveo&ation,
wahrend die IL-10-Konzentrationen der Osterreidisc Neugeborenen negativ
assoziiert sind mit dem Bauernmilchkonsum der M{Ufi&lF- : OR=1,11 (adj.), IL-5:
OR=1,80 (unadj.), IL-10: OR=0,13 (ad).)) (siehe &kid 3.9. und 3.14.).

3.5.6. Konsum von selbst erzeugter Butter wahremddhwangerschaft

Wurde von der Mutter wahrend der Schwangerschadt @der Bauernmilch selbst
erzeugte Butter verzehrt, konnten im Nabelschnurloler Neugeborenen erhohte
Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokik®&d (OR=4,74; p<0,0001) und
TNF- (OR=2,43; p=0,0025) gemessen werden. Nach gedigeseiAdjustierung
bleiben diese Effekte bestehen (IFN-OR=4,97; p<0,0001; TNF: OR=2,49;
p=0,0025). Zusatzlich zeigt sich eine signifikattenzentrationserhhung von IL-5
(OR=1,55; p=0,0063).
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Die positive Assoziation zwischen dem Butterkonsund der Konzentrationen der
proinflammatorischen Zytokine bildet sich auch diie dsterreichischen Werte ab (IFN-
: OR=3,18; TNF-: OR=1,74) und ist auch nach Adjustierung noch eoblachten
(IFN- : OR=1,38; TNF-: OR=2,00). Der konzentrationssteigernde EffektdiaflL-5-
Konzentration ist jedoch nicht zu erkennen unter Begebnissen der Auswertung der
Osterreichischen Proben (OR=0,93 (adj.)). IL-10gtzéir die Gesamtpopulation eine
tendenziell negative Assoziation (OR=0,90), wahréirddie dsterreichischen Proben
eine Tendenz zur positiven Assoziation zum Butteskin zu erkennen ist, die sich
nach Adjustierung sogar verstarkt (OR=1,89 (unad)R=2,79 (adj.)) (siehe Tabelle
3.9.und 3.15.).

3.5.7. Konsum von selbst erzeugtem Joghurt wahden&chwangerschatft

Der Konsum von Joghurt aus hauseigener Herstelyetg mit einer signifikanten
Erniedrigung der Konzentrationen von IL-5 und IQ-Ekinher (IL-5: OR=0,55;
p=0,0003; IL-10: OR=0,53; p=0,037), die auch nackgamseitiger Adjustierung
bestehen bleibt (IL-5: OR=0,49; p=0,0063; IL-10: €0K51; p=0,023). Fur die
proinflammatorischen Zytokine IFN-und TNF- zeigt sich ebenfalls eine tendenziell
negative Assoziation (IFN: OR=0,72; TNF-: OR=0,62), die nach gegenseitiger
Adjustierung statistische Signifikanz erreicht (FNOR=0,44; p=0,0094; TNF:
OR=0,36; p=0,0016).

Wahrend sich die negative Assoziation zwischen g@msum von Bauernjoghurt und
der Konzentration von IL-5 bei den 0Osterreichischéierten analog zur
Gesamtpopulation sowohl vor als auch nach Adjustigrdarstellt (OR=0,79 (unadj.),
OR=0,84 (adj.)), ist fur TNF-und IL-10 im Gegensatz zur Gesamtpopulation nach
Adjustierung eine tendenziell positive Assoziatmnerkennen (TNF< OR=4,35 (ad].);
IL-10: OR=1,92 (adj.)), wahrend die Werte vor Adjesung der Tendenz der
Ergebnisse der Gesamtpopulation entsprechen (TNPR=0,62; IL-10: OR=0,82).
Die Konzentrationen von IFN4m Nabelschnurblut der dsterreichischen Kindegeei
eine tendenziell positive Assoziation zum Konsunmr d&utter von Bauernjoghurt
(OR=1,61), nach Adjustierung erscheint diese Asgmr jedoch negativ (OR=0,56)
(siehe Tabelle 3.9. und 3.16.).
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Tabelle 3.7.: Effekt des Bauernstatus auf

Gesamtpopulation)

die Zzytanproduktion von CBMCs (PASTURE-

Kontrollen Bauern Trend-Test
N % N % p-Wert
IFN-
mv 23 7.1 24 8.0
Unterhalb der 87 26.7 67 22.4 0.012 **
Nachweisgrenze
Mediarf 123 37.7 90 30.1
>Mediarf 93 28.5 118 39.5
TNF-
mv 42 12.9 38 12.7 i
Unterhalb der 88 27.0 59 19.7 0.064
Nachweisgrenze
Mediarf 99 30.4 102 34.1
>Mediarf 97 29.8 100 33.4
IL-5
mv 10 3.1 10 3.3
Unterhalb der 90 27.6 75 25.1 0.70
Nachweisgrenze
Mediarf 112 34.4 108 36.8
>Mediarf 114 35.0 106 34.8
IL-10
mv 29 8.9 33 11.0
Unterhalb der 163 50.0 157 52.5 0.38
Nachweisgrenze
Mediarf 68 20.9 54 18.4
>Mediarf 66 20.3 55 18.1
IL-12
mv 23 7.1 25 8.4
Unterhalb der 283 86.8 253 84.6 0.53
Nachweisgrenze
Mediarf 11 3.4 10 3.3
>Mediarf 9 2.8 11 3.7

mv: missing value;
N: number of samples

& Cochran-Armitage-trend test
# center-specific medians were used for categaisat

* significant differences between farmers and namrfers (not considering mv): * p<0.1; ** p<0.05

Daten nach G. Biichele, Ulm



Tabelle 3.8.: Effekt von Bauernhofexpositionen auflie Zytokinproduktion von CBMCs (PASTURE-Gesamtpopuation)

Ajusted Mutually adj.& Ajusted Mutually adj.& Ajusted Mutually adj.& Ajusted Mutually adj.&
Bauernhofexpositionen GMR P GMR P| GMR P GMR P| GMR P GMR P GMR P GMR p
[95% KI] [95% KI] [95% KI] [95% KI] [95% KI] [95% KI] [95% KI] [95% KI]
0,99 0,94 0,85 0,22 1,22 0,2 1,34 0,039
Bauernstatus (ja/nein)
[0,85; 1,16] [0,66; 1,10] [0,90; 1,98] [1,01;1,78]
Aufenthalt in Tierstéllen 1,2 0,096 0,99 0,96 1,28 0,26 1,41 0,096
. § §
wahend der SS) [0,97; 1,48] [0,69; 1,43] [0,83; 1,98] [0,94; 2,12]
Aufenthalt in 1,03 0,52 § 0,91 0,25 § 1,18 0,056 1,19 | 0,022
Heuschobern wahrend
der SS (pro 5h) [0,95; 1,12] [0,76; 1,07] [1,00; 1,41] [1,03; 1,38]
Kontakt zu Stalltieren 0,97 0,58 0,95 0,48 1,28 0,0052 1,16 1,29 | 0,0021] 1,26 0,0013
wahrend der SS
(score 0 bis 4) [0,89; 1,07] [0,81; 1,1] [1,08; 1,52] [1,00; 1,34] 0,046| [1,10; 1,51] [1,10; 1,46]

Zytokinwerte in Nabelschnurblutproben nach Stiriafamit PMA/lonomycin (48h Inkubation): Tobit Regsions Modell

GMR = Geometric Means Ratio; [95% KI] = Konfidentanvall 95%

Adjusted: mindestens adjustiert fir Zenter und Bastatus und, wenn notwendig zusatzlich fir Gestitleniitterliches Rauchen wahrend der Schwangefischa

Anzahl alterer Geschwister, mutterliches Alter eburt, mutterliche Asthma- und Heuschnupfenanaennes

Mutually adjusted: signifikante Assoziationen, nalljuadjusted and after backward selection

§ = Variablen sind aufgrund von Uberadjustierunghtiin das mutually adjusted Modell eingeschlossen

Daten nach G. Biichele, Uim
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Tabelle 3.9.: Effekt des Konsums von Bauernprodukie auf die Zytokinproduktion von CBMCs (PASTURE-Gesantpopulation)

Ajusted Mutually adj.& Ajusted Mutually adj.& |Ajusted Mutually adj.& Ajusted Mutually adj.&
Konsum von GMR GMR GMR GMR GMR GMR GMR GMR
Bauernprodukten P P P P P P P P
[95% K] [95% K] [95% K] [95% KiI] [95% K] [95% K] [95% K] [95% K]
_ 1,08 0,46 0,94 0,7 1,24 0,3 1,01 0,94
Bauernmilch
[0,88; 1,32] [0,67; 1,31] [0,83; 1,86] [0,70; 1,47]
Bauernmilch: 115 013 5 1,18 03 1,4 0,07 ; 121 027 .
nicht abgekocht  |[0,96: 1,39] [1,86; 1,61] [0,97; 2,02] [0,86; 1,79]
8
Bauernmilch: 109 039 123 02 1,45  0,0047 1,32 011
nicht entrahmt [0,90; 1,31] [0,90; 1,68] [1,00; 2,10] [0,94; 1,86]
Butter aus 1,28 0,12 1,55 | 0,0063 0,9 0,71 474 <0,0001] 4,97 <0,000 2,43 @ 0,0017| 2,49  0,0025
Bauernmilch [0,94; 1,74] [1,13; 2,11] [0,52; 1,56] [2,63; 8,56] [2,71; 9,12] [1,39; 4,23] [1,38; 4,50]
Joghurt aus 0,55 0,0003] 049 <0,000] 0,53 0,037 051 0023 0,72 0,31 0,44 | 0,0094| 0,62 0,12 0,36 | 0,0016
Bauernmilch [0,39; 0,76] [0,35; 0,68] [0,30; 0,96] [0,29; 0,91] [0,39; 1,35] [0,23; 0,82] [0,34; 1,13] [0,19; 0,68]

Zytokinwerte in Nabelschnurblutproben nach Stiriatamit PMA/lonomycin (48h Inkubation): Tobit Regsions Modell

GMR = Geometric Means Ratio; [95% KI] = Konfidentgrvall 95%
Adjusted: mindestens adjustielir Zenter und Bauernstatus und, wenn notwendigtziisa fir Geschlecht, mutterliches Rauchen wahmebert

Schwangerschaft, Anzahl alterer Geschwister, midhers Alter bei Geburt, mitterliche Asthma- undistthnupfenanamnese

Mutually adjusted: signifikante Assoziationen, nalljuadjusted and after backward selection

§ = Variablen sind aufgrund von Uberadjustierungtiin das mutually adjusted Modell eingeschlossen

Daten nach G. Biichele, Uim
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Tabelle 3.10.: Effekt des Bauernstatus auf die Zytdnproduktion von CBMCs (Osterreich)

Bauernstatus Adjustierung GMR Kl P-Wert

TNE- unadjustiert 1,62 (0,67-3,92) 0,28
Adjustiert 0,92 (0,27-3,11 0,89

IEN- unadjustiert 0,89 (0,37-2,17) 0,80
Adjustiert 0,49 (0,16-1,54 0,22

L5 unadjustiert 0,98 (0,71-1,36) 0,90
Adjustiert 0,88 (0,59-1,33 0,55

IL-10 unadjustiert 1,02 (0,52-2,01) 0,96
Adjustiert 0,38 (0,14-1,03 0,056

Tabelle 3.11.: Effekt des Aufenthalts der Mutter imStall wahrend der Schwangerschaft auf die
Zytokinproduktion von CBMCs (Osterreich)

Aufenthalt im
Stall Adjustierun GMR Kl P-Wert
wéahrend der J 9
Schwangerschatft
TNE- Unadjustiert 2,02 (0,55-7,41 0,29
Adjustiert 1,54 (0,43-5,58) 0,51
IEN- Unadjustiert 0,76 (0,21-2,7) 0,67
Adjustiert 0,64 (0,18-2,25) 0,48
L5 Unadjustiert 1,14 (0,75-1,73 0,55
Adjustiert 1,05 (0,7-1,59) 0,80
IL-10 Unadjustiert 1,37 (0,52-3,85 0,53
Adjustiert 0,89 (0,34-2,32) 0,81
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Tabelle 3.12.; Effekt des Aufenthalts der Mutter imHeuschober wahrend der Schwangerschaft auf
die Zytokinproduktion von CBMCs (Osterreich)

Aufenthalt im
H.(.euschober Adjustierung GMR KI P-Wert
wahrend der
Schwangerschaft
TNE- Unadjustiert 1,64 (0,66-4,09 0,29
Adjustiert 1,4 (0,56-3,47) 0,47
IEN- Unadjustiert 1,47 (0,6-3,62) 0,40
Adjustiert 1,62 (0,65-4,04) 0,30
L5 Unadjustiert 0,88 (0,65-1,21 0,44
Adjustiert 0,9 (0,66-1,23) 0,51
IL-10 Unadjustiert 1,85 (1,01-3,4) 0,047
Adjustiert 1,88 (1,03-3,42) 0,038

Tabelle 3.13.: Effekt des Kontaktes der Mutter zu &lltieren wahrend der Schwangerschaft auf die
Zytokinproduktion von CBMCs (Osterreich)

Kontakt zu
Stalltieren .
wahrend der Adjustierung GMR Kl P-Wert
Schwangerschaft
TNE- Unadjustiert 1,08 (0,69-1,69 0,74
Adjustiert 1,06 (0,65-1,73) 0,82
IEN- Unadjustiert 1,1 (0,7-1,73) 0,69
Adjustiert 0,83 (0,5-1,38) 0,47
L5 Unadjustiert 0,91 (0,77-1,08 0,27
Adjustiert 0,94 (0,78-1,13) 0,49
IL-10 Unadjustiert 1,08 (0,75-1,75 0,67
Adjustiert 0,99 (0,66-1,49) 0,97
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Tabelle 3.14.: Effekt des Konsums von Bauernmilch &hrend der Schwangerschaft auf die

Zytokinproduktion von CBMCs (Osterreich)

Konsum von
Bauernmilch .
wahrend der Adjustierung GMR Kl P-Wert
Schwangerschaft
TNE- Unadjustiert 0,8 (0,02-40,3 0,91
Adjustiert 1,11 (0,02-65,82 0,96
IEN- Unadjustiert 8,65 (0,24-317,82) 0,24
Adjustiert 2,99 (0,07-124,8%) 0,57
L5 Unadjustiert 1,8 (0,47-6,88 0,39
Adjustiert 1,79 (0,46-6,97) 0,40
IL-10 Unadjustiert 0,25 (0,01-5,01 0,36
Adjustiert 0,13 (0,01-2,66) 0,19

Tabelle 1.15.: Effekt des Konsums von Bauernbuttewahrend der Schwangerschaft auf die
Zytokinproduktion von CBMCs (Osterreich)

Konsum von
Ba_l_uernbutter Adjustierung GMR Kl P-Wert
wahrend der
Schwangerschaft
TNE- Unadjustiert 1,74 (0,28-10,8%) 0,55
Adjustiert 2 (0,23-17,38 0,53
IEN- Unadjustiert 3,18 (0,51-19,71) 0,21
Adjustiert 1,38 (0,27-11,03) 0,76
IL-5 Unadjustiert 0,67 (0,33-1,36 0,27
Adjustiert 0,93 (0,43-1,98 0,84
IL-10 Unadjustiert 1,89 (0,5-7,14) 0,35
Adjustiert 2,79 (0,66-11,85) 0,16
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Tabelle 3.16.: Effekt des Konsums von Bauernjoghurtwdhrend der Schwangerschaft auf die
Zytokinproduktion von CBMCs (Osterreich)

Konsum von
Bayernjoghurt Adjustierung GMR Kl P-Wert
wahrend der
Schwangerschaft
Unadjustiert 0,62 (0,06-6,34 0,69
TNF- o
Adjustiert 4,35 (0,24-79,83) 0,32
IEN- Unadjustiert 1,61 (0,17-15,36) 0,68
Adjustiert 0,56 (0,03-9,14 0,69
L5 Unadjustiert 0,79 (0,34-1,85 0,59
Adjustiert 0,84 (0,31-2,24 0,72
IL-10 Unadjustiert 0,82 (0,13-5.06 0,83
Adjustiert 1,92 (0,24-15,16) 0,54

Tabelle 3.10.-3.16.:

Unadjustiert: Adjustierung fir Bauernstatus

Adjustiert: Adjustiert fur Bauernstatus, GeschledRauchen der Mutter wahrend der
Schwangerschaft, Anzahl der alteren Geschwisteter Ader Mutter, Asthma- und
Heuschnupfenanamnese der Mutter

KI=Konfidenzintervall 95%

Man nehme immer unadjustiert, au3er wenn der Sehdir MR sich durch die

Adjustierung um >15% verandert, dann nehme manstid.

Daten nach G. Bichele, UIm
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4. Diskussion

Lymphozyten entwickeln sich innerhalb des mensbkiic Fetus wahrend des ersten
Trimesters aus lymphatischen Stammzellen, die sicher Leber aufhalten. Schon
pranatal beginnt die Reifung des adaptiven Immuesys. Von der 20.

Schwangerschaftswoche an ist der Fetus fahig, amérree Stimuli mit einer

Immunantwort zu reagieren, z.B. auf Pathogene adeh auf Nahrungsmittelallergene
15105 wahrend der Entwicklungsphase reagieren die Imgeri Faktoren des
Abwehrsystems sehr sensibel auf unterschiedlichdliiSse. Die Entstehung von
Allergien wie auch der Schutz vor ihrer Entstehwigd mit Veranderungen in dieser
frihen Entwicklungsphase in Zusammenhang gebratibt,sowohl auf genetische
Faktoren als auch auf die Anwesenheit von versenmed Umweltfaktoren

zuruckgefuhrt werden kénnen.

So beeinflussen verschiedene Faktoren und Expoesitiodie mit dem traditionellen
Leben auf einem Bauernhof assoziiert sind, die Eklung des kindlichen
Immunsystems und vermitteln einen relativen Schutx der Entstehung von
atopischen Erkrankungéen*” 318 Ergebnisse epidemiologischer Studféh®®deuten
darauf hin, dass dieser Schutz nicht nur postpaeahittelt wird, sondern auch schon

intrauterin angelegt wird.

Unserer Arbeitshypothese entsprechend, nach dse dh¢rauterin vermittelten Effekte
mit Unterschieden beziglich des Immunstatus neugeleo Bauernkinder einhergehen,
wurden in dieser Arbeit die Zytokine IL-5, IL-10L-L2, IFN- und TNF- nach

Stimulation in Nabelschnur-Vollblutproben von Bawerund Nicht-Bauernkindern
quantitativ. bestimmt und mit bestimmten demogragies Faktoren sowie

Expositionen des bauerlichen Lebens assoziiert.



4. DISKUSSION 64

Assoziationen zwischen Zytokinexpression der CBMawd

demographischen Faktoren

Die Zytokinproduktion im Nabelschnurblut Neugebarereigt breite Variationen und
lasst auf den Effektorstatus der Zellen des adaptlmmunsystems und damit indirekt
auch auf Unterschiede in der intrauterinen Entwiogl des Abwehrsystems schliel3en.
Es finden sich Zusammenhange zwischen der Produlaiozelner Zytokine und
bestimmten Faktoren: Studien zeigen, dass CBMCgl(Blood mononuclear cells) von
Kindern, deren Mitter eine atopische Anamnese adséme vergleichsweise weniger

IFN- 881123 gowie vermehrt IL-5%00178

produzieren. Diesen Beobachtungen
entsprechend konnte in dieser Arbeit eine Assamatzwischen einer positiven
Heuschnupfenanamnese der Mutter und gesteigerté&-RAtoduktion der CBMCs
beobachtet werden. Darlber hinaus konnte mittediclRRauchen wahrend der
Schwangerschaft, ein bekannter Risikofaktor fur d#tstehung allergischer

Erkrankunger’***3 mit erniedrigten IL-5-Werten assoziiert werden.

Strachnan et al. zeigten, dass Kinder die mehitereedseschwister haben, bzw. Kinder,
die in groRen Familien leben, ein geringeres Risfio die Entwicklung von
allergischen Erkrankungen habéff. Diese Beobachtung wurde unter anderem auf
vermehrte Infektionen in den ersten Lebensjahrasultierend auf gegenseitiger
Ansteckung unter den Kindern, zuriickgefihrt. Ungengebnisse zeigen nun, dass sich
schon in den Zytokinprofilen der Neugeborenen siigmte Unterschiede zwischen
Kindern ohne und Kindern mit alteren Geschwistdyreagchnen. Nabelschnurblutzellen
von Kindern, die altere Geschwister haben, pragitemn nach polyklonaler Stimulation
signifikant mehr IL-10 und mehr IFN-als die Zellen Erstgeborener. Auch Macaubas et

al. konnten eine erhdhte IL-10-Produktion von CBMEstgeborener nachweis&h

Assoziationen zwischen Zytokinexpression der CBMawd

mutterlichen Bauernhofexpositionen (PASTURE-Popaoitgt

Unserer Arbeitshypothese entsprechend konnte eisardmenhang zwischen den
Zytokinmustern der Neugeborenen und dem BauersstiEuMutter sowie bestimmten

Expositionen, durch die das Leben auf dem Bauerchafakterisiert ist, festgestellt
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werden. Vor allem fiir die proinflammatorischen Zgtee TNF- und IFN- liel3en sich
deutliche Effekte erkennen. Sowohl IFN$=0,012), als auch TNF-(p=0,064) lagen

in den kindlichen Bauernproben in erhéhten Konzginen vor. Das zeigt sowohl
eine Aktivierung des angeborenen (TNFals auch des erworbenen Immunsystems
(IEN- ) an. Nach Adjustierung fir die anderen untersucMamiablen im Tobit
Regressions Modell fiel die Assoziation zwischeru®astatus und IFN-nicht mehr
signifikant aus, wahrend sich signifikante Zusamh@mge zum Kontakt der
Schwangeren zu Stalltieren (p=0,0052) darstelseghé Abb. 4.1.).

IFN-

Bauernstatus ,_

Stallaufenthalt _—

Heuschoberaufenthalt

Stalltierkontakt
0 0,5 1 1,5 2

Abbildung 4.1.: Effekt der Bauernhofexpositionen ati die IFN- -Werte im Nabelschnurblut:
Darstellung der Konfidenzintervalle (95%), GMRs und p-Werte nach Berechnung und

Adjustierung der Werte im Tobit Regressions Modell(siehe Tabelle 3.8.)

Auch fur den Aufenthalt der Mutter in Heuschobeamikten in dieser Arbeit tendenziell
erhohte IFN--Werte in den Nabelschnurblutproben festgestelltder (p=0,056).
Dieses deutet darauf hin, dass die erhdhten HWMerte, die mit dem Bauernstatus
assoziiert sind, durch den Stalltierkontakt der teiutind den Aufenthalt der Mutter in
Heuschobern wéhrend der Schwangerschatft erklademdténnen (siehe Abb. 4.1.). Im
Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnten Ropoén2€05 lediglich fur periphere
Blutzellen drei Monate alter Kinder einen signifitan Zusammenhang zwischen
Bauernstatus und IFN- herstellen, nicht jedoch fiir Nabelschnurblutzelf€®. In
besagter Studie wurden die Zellen jedoch mit PMA @onA stimuliert. Au3erdem

lagen andere Sensitivitaten flr IFNror.
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Unsere Ergebnisse zeigen weiterhin, dass nichtl@euKonsum von Bauernmilch durch
die Kinder selbst mit erhohten IFNWerten einhergeht, wie Perkin and Strachan
zeigten*'® sondern, dass auch der Konsum dieser Milch ddieMutter zu signifikant
erhohten, bereits im Nabelschnurblut messbaren; Herten fuhrt (nicht entrahmte
Milch).

Die Assoziationen zwischen der TNHProduktion der CBMCs und dem Bauernstatus
erreichen nach Adjustierung im Tobit Regressiongidliosignifikanten Charakter. Die
Ergebnisse zeigen, dass auch der Aufenthalt dev&@uayeren in Heuschobern (p=0,022)
und in Stallen (p=0,096) sowie der miutterliche Kabitzu Stalltieren wéhrend der
Schwangerschaft (p=0,0021) Auswirkungen auf die TNFroduktion der CBMCs
haben, so dass indirekt auf eine Aktivierung degeborenen Immunsystems durch

diese Faktoren geschlossen werden kann.

Eine Erhohung der proinflammatorischen Zytokine Mabelschnurblut konnte in
friheren Untersuchungen in Zusammenhang gebrachdewemit Stress, dem die
Kinder bei der Geburt ausgesetzt waren. Eine végiGseburt ist fur den Fetus mit
weitaus mehr Stress verbunden als eine elektivioseaesarea, dementsprechend
lassen sich hohere Konzentrationen der proinflararisathen Zytokine IFN+ I1L-6 und
TNF- im Nabelschnurblut von Neugeborenen messen, dignakgeboren wurden
2796139 pie Art und Weise der Geburt stellt demnach eipetentieller Confounder in
unserer Studienpopulation dar. Da aber beide G&hodi in der Bauern- und in der
Nicht-Bauernkohorte gleich verteilt sind, kann dasusgegangen werden, dass dieser

Confounder die Ergebnisse nicht beeinflusst (Dateht gezeigt).

Assoziationen zwischen Zytokinexpression der CBM@wd
matterlichen  Bauernhofexpositionen  (Studienteildapan
Osterreich3 a PASTURE-Population)

Die Auswertung der Osterreichischen Daten ergabeksignifikanten Assoziationen
zwischen den Zytokinkonzentrationen und den untdtgn Variablen. Lediglich fur
IL-10 lieR sich ein signifikanter Zusammenhang tedlen: der Aufenthalt der Mutter in
Heuschobern wahrend der Schwangerschaft ging rhithéer IL-10-Produktion der
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CBMCs einher (OR=1,85) (siehe Abb. 4.2.). Auch naclgenommener Adjustierung
der Werte liel3 sich diese signifikanten Assoziafeststellen (OR=1,88). Alle anderen
Assoziationen waren, im Gegensatz zu den fur disa@éopulation aufgestellten
Zusammenhangen, nicht signifikant. Das konnte dig geringere Fallzahl
zuriickgefuhrt werden (Osterreich: n=105; Gesamtjadiom: n=625). Tendenzielle
Veranderungen, die auf Assoziationen zwischen dgokihkonzentrationen und den
untersuchten Expositionen hindeuten, aber auchbiBrgee zufalliger Verteilung sein

koénnten, sind beschrieben worden und werden imeralgn diskutiert.

Die fur die 6sterreichischen Werte beobachteteniféignten Assoziationen zwischen
IL-10 und dem Aufenthalt der Mutter in Heuschob&réhrend der Schwangerschaft
konnten fur die Gesamtpopulation nicht festgesteditden. Da sich die Bauernfrauen
der Gesamtpopulation ungefahr gleich viele Stundem Woche (median: 1,2h pro
Woche) in Heuschobern aufhielten wie die Osterisaiten Bauernfrauen (median: 1,1h
pro Woche), beruht dieses nicht auf Unterschiedentglich der Expositionszeit,
sondern kénnte vielmehr auf regionale Unterschiederhalb der Variable ,Aufenthalt
im  Heuschober® zurlckzufiuhren sein. Landwirtschaid  Praktiken der
Osterreichischen Bauern bezuglich Heutrocknung-lagerung unterscheiden sich von
denen der Gesamtpopulation. 86% der Bauern dern@pspulation gaben an, Heu
nattrlich zu trocknen, 69% davon ausschlieflichiimiah, ohne den Einsatz von
warmer oder Kalter Luft. In Osterreich ist der Ahider natirlichen Heutrocknung
hoher: 94% trocknen naturlich, davon 76% ausscidiel3 natirlich. Grole
Unterschiede finden sich auch beziuglich der Heulage Wahrend in der
Gesamtpopulation das Heu genauso haufig lose (4ti#)n Ballen (39%) gelagert
wird, wird von den &sterreichischen Bauern die lasgerung (71%) des Heus der
Ballenlagerung (14%) vorgezogen (PASTURE: Finald&gp
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IL-10
Bauernstatus p=0,056
Stallaufenthalt p=0,81
Heuschoberaufenthalt ‘ . p=0,046
Stalltierkontakt — p=0,67
Konsum von Bauernmilch p=0,19
0 1 2 3 4 5 6

Abbildung 4.2.: Effekt der Bauernhofexpositionen at die IL-10-Werte in den dsterreichischen
Nabelschnurblutproben: Darstellung der Konfidenzintervalle (95%), OR und p-Werte (siehe
Tabelle 10-16)

Interessanterweise zeigen die dsterreichischenbBigge eine tendenziell negative
Assoziation zwischen dem Bauernstatus der Muttet der IL-10-Produktion der
CBMCs und (p=0,056, adjustierte Werte) (siehe AbR.), die ebenfalls nicht fur die
Gesamtpopulation zu beobachten war. Das erscheinéichst kontrovers zu der
signifikant positiven Assoziation zwischen IL-10duHeuschoberaufenthalt, halten sich
doch oOsterreichische Bauernfrauen signifikant tyaufiin Heuschobern auf als die
Frauen der 6sterreichischen Kontrollgruppe. DieggBnisse deuten darauf hin, dass es
Bauernhofvariablen gibt, die die fetalen T-Zellen Richtung abnehmender IL-10-
Produktion beeinflussen. Mdglich ist, dass dieseéaiden einen starkeren Einfluss auf
die Entwicklung des fetalen Immunsystems habendals maternale Aufenthalt in
Heuschobern, so dass die Kombination der Varialslemsgesamt erniedrigter 1L-10-

Produktion in Assoziation zum Bauernstatus regtltie

Fiur IL-10 konnten innerhalb der Gesamtpopulatiomdesignifikanten Assoziationen
zu maternalen Expositionen hergestellt werden.dsterreichischen Werte zeigen sogar
negative Assoziationen zwischen IL-10 und dem Baatatus an sich. Der
modifizierten Version der Hygienehypothese entdpead, die von einer zentralen
Rolle von IL-10 produzierenden Tregs ausgeht, hagéhohte IL-10-Werte erwartet

werden kénnert®® Die Ergebnisse lassen jedoch nicht auf vermehutegulatorische
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Aktivitat schlieen. In diesem Zusammenhang komme Untersuchung der m-RNA-
Expression (FOXP3) in den Nabelschnurblutproben ergrs Studienpopulation

Hinweise auf die Einflisse des Bauernhoflebens dleziider Entwicklung von Tregs

liefern. Ob die innerhalb der O6sterreichischen Brolgefundenen Assoziationen
zwischen IL-10 und dem mutterlichen Heuschoberab&him Zusammenhang mit T-
regulatorischer Aktivitat stehen, konnte ebenfali§ diese Weise geklart werden.

IL-10 ist ein anti-inflammatorisches Zytokin undiedp eine wichtige Rolle bei der
Regulation von allergischen,HE-vermittelten Immunantworteft’®**® |L-10 fordert
die Entwicklung von Tregs und den Antikérperwechsmh IgE zu IgG4°. Zwischen
IL-10-Konzentrationen allergischer Patienten unand8chweregrad der allergischen

Erkrankung *°® sowie Allergien an sich!™

, konnten inverse Assoziationen
nachgewiesen werden. Aulerdem konnte eine redeziérl10-Produktion von
polyklonal stimulierten Nabelschnurblutzellen inr@®mdung gebracht werden mit der
Sensibilisierung gegeniiber Ei im ersten Lebensjafir welches wiederum ein
Risikofaktor fur die Entstehung allergischer Erkeangen wie atopische Dermatitis,
allergische Rhinitis und Asthma i8t*"” Auch ein direkter Zusammenhang konnte
nachgewiesen werden zwischen reduzierten IL-10-Eotrationen Neugeborener und
spaterer Entwicklung von Atopi&'®'?* Einige Studien konnten jedoch auch eine
positive Assoziation zwischen der Konzentration véin-10 und allergischer
Sensibilisierung'®’ sowie Intensitat allergischer Symptortf€ feststellen, allerdings
beziehen sich diese Untersuchungen auf reife Imellem und nicht auf

Nabelschnurblutzellen.

IL-10 ist beteiligt bei der Entwicklung von Toleragegeniber Antigenen. Akbari et al.
zeigten, dass Toleranz, die induziert wird durcépmatorische Exposition gegentber
hohen intranasal applizierten Allergendosen, dietwitklung von bronchialer
Hyperreaktivitat inhibiert. Aul3erdem werden pulmiendendritische Zellen dazu
veranlasst die Induktion von IL-10 produzierendemeds zu unterstitzerf™.
Untersuchungen in Mausmodellen zeigen, dass Desulré Zellen, die sich in der
Schleimhaut der Lunge befinden, durch Stallstaub&kt tolerant gegenuber
bestimmten Allergenen werden. Nach der Induktionckuden Extrakt verlieren die
Dendritischen Zellen zeitweise ihre Phagozytosgkdit und entwickeln sich vorzeitig

zu reifen Dendritischen Zellér’.
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Derzeit werden Behandlungsmethoden allergischeraBkkingen diskutiert, die auf
einer Aktivierung der Tregs abzielen, da gezeigtdea konnte, dass eine Induktion der
IL-10-Synthese assoziiert ist mit einer Verbessgrder Krankheitssymptom&®®:"4

Die derzeit praktizierte Immunotherapie, die eines&rung allergischer Symptome

allergischer Patienten bewirkt, geht ebenfallsertithten IL-10-Spiegeln einhE?.

Die erhéhte IL-10-Produktion der CBMCs, die mit ddeuschober-Exposition der
Osterreichischen Miitter wahrend der Schwangersahaltergeht, konnte ein Hinweis
sein auf vermehrte T-regulatorische Aktivitat uneémuell auch auf ein vermindertes
Risiko fur die Entwicklung von allergischen Erkramigen. Dagegen jedoch spricht,
dass der Bauernstatus der 6sterreichischen Kindesiegh mit erniedrigten IL-10-

Werten einhergeht, wobei Studien den Bauernstatich @nnerhalb Osterreichs mit

erniedrigtem Atopierisiko verknupfen konnten.

Der Bauernstatus der Osterreichischen Neugebor@meith geht nicht einher mit einer
Konzentrationserhéhung von IFNund TNF-, wie es fur die Gesamtpopulation der
Fall ist (adjustierte Werte). Fur die Gesamtpoparatvurde gezeigt, dass die erhoht
gemessenen IFN-Werte der Bauernkinder vor allem durch den Kontit Mutter zu
Stalltieren erklart werden koénnen. So ist es wadlesdich, dass die fehlende
Assoziation zwischen IFN-Konzentrationen und Bauernstatus innerhalb der
Osterreichischen Studienpopulation vor allem daraufickzufihren ist, dass der
Stalltierkontakt der osterreichischen Frauen nicliterhohten IFN--Werten einhergeht.
Und tatsachlich scheint der Kontakt der Osterreicnen zu Stalltieren keinen Einfluss
auf die IFN--Produktion der CBMCs ihrer Kinder zu haben. Warunit der
Tierkontakt in Osterreich nicht die gleichen Zytokeranderungen hervor wie innerhalb

der Gesamtpopulation?

Moglich wére, dass diese Unterschiede zurtickzufiibned auf regionale Unterschiede
bezuglich des Viehbestandes oder der Viehzahl, B#iftung im Stall oder zum

Beispiel dem Tierfutter. Die Tierbestande der Bauenterscheiden sich tats&chlich.
Wahrend nur 40,8% der bauerlichen Betriebe der @gsgpulation Geflliigel aufziehen,
betreiben 64,8% der Osterreichischen Bauern Gdflliget (Pasture: Final Report)
Diesen Angaben entsprechend gaben nur 31,7% deriBaen der Gesamtpopulation

an, mehr als einmal im Monat Kontakt zu Gefliugehaj® zu haben, wahrend 60,4%
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der Osterreichischen Bauernfrauen entsprechendéagéiontakt hatten wahrend der
Schwangerschatft.

Bezlglich des Einflusses des Stalltierkontaktesnkem Ege et al. 2006 zeigen, dass der
Kontakt zu Kihen wahrend der Schwangerschaft einestarkeren
konzentrationssteigernden Effekt auf digl¥Zytokin-Produktion von CBMCs hat als
der Kontakt zu Schweinen, Gefliigel oder Schaféninnerhalb der PASTURE-
Studienpopulation scheint der Kontakt zu KiihenBiuernfrauen Osterreichs wahrend
ihrer Schwangerschaft jedoch ungefahr dem KontakKihen der Gesamtpopulation
zu entsprechen (91,6% vs. 88,9%). Allerdings findgch in den Osterreichischen
Stallen haufiger weniger Kihe als es im Durchs¢hhit die Gesamtpopulation
beobachtet werden kann (<20 Kihe: Osterreich: 76,@%samtpopulation: 46%)
(Pasture: Final Report). GroRbetriebe mit mehr4@iKiihen stellen in Osterreich nur
2% der Bauernhofe dar, in der Gesamtpopulation cjed®5,8% der bauerlichen
Betriebe (Pasture: Final Report).

Die gleichen Unterschiede kénnen, wenn auch nitlgleicher Auspragung, auch fir
andere Viehbestande beobachtet werden: in Osterigticler Anteil der Kleinbetriebe
groler als in der Gesamtpopulation. Haben als@sterreichischen Frauen Kontakt zu
insgesamt weniger Tieren sowie Tierdung, und semditlinsgesamt weniger Bakterien
und anderen mikrobiellen Komponenten, wie z.B. adakotoxin, ausgesetzt, konnte
auch die Aktivierung des fetalen Immunsystems andasfallen, was sich auf die IFN-
-Produktion der CBMCs auswirken konnte. Delayreh®rt et al. wiesen im
Mausmodell dosisabhangige Effekte fir LPS ndéh Vercelli brachte niedrige
Expositionsmengen mikrobieller Komponenten mit eifig2-Antwort in Verbindung,

wahrend er hohen Konzentrationen eimel Fordernde Wirkung zusprach’

Bedeutung der Zytokinwerte im Bezug auf die EntWiok) von

allergischen Erkrankungen

An der fetomaternalen Grenzflache entstehen vemallH2-Zytokine, die das fetale
Uberleben unterstiitzen. Intrauterin liegt eine tiheda TH1-Schwache vor, die auch
postpartal noch zu beobachten ist und durch retagigirige IFN--Level charakterisiert
ist °®. Die TH2-Polarisierung zu Beginn des Lebens wird schrigeersetzt durch eine

67

TH1-Dominanz Innerhalb der ersten sechs Monate kommt es zwer ein
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Immundeviation und die Level derZ-Zytokine (IL-5, IL10, IL-13), die als Antwort
auf eine allergene Stimulation gebildet werden,nmex kontinuierlich ab, wahrend die
IFN- -Produktion (H1-Zytokin) zunimmt.

Bei atopischen Kindern konnte diese Immundeviataarfgrund einer genetischen
Pradisposition oder aufgrund bestimmter Umweltfedtonach der Geburt nicht richtig

4

funktionieren ** Kinder, die atopische Beschwerden entwickeln, aieh das

anfanglich H2-polarisierte Zytokinprofil bei gleichzeitig niader IFN- -Produktion

bei, oft auch bis in die spatere Kindheit oderibisErwachsenenleb&f®>16!

IFN- inhibiert die Bildung von 2-Zellen **3 Niedrige IFN--Konzentrationen bei
Geburt, wie sie unter Kindern gefunden wurden,idieLaufe ihres Lebens atopische
Erkrankungef*1°°1>*1%%zw. allergische Sensibilisierun® entwickelten, kénnten die
postnatal stattfindende Verschiebung der Zytokwarten beeinflussen und eine
Explosion der F2-Zytokinantworten begiinstigetf’, die mit der Entstehung von
allergischen Erkrankungen in Verbindung gebrachtdee *°. Das koénnte eine
Erklarung sein fiur die Tatsache, dass reduzierté- HEevel bei Geburt mit einem
erhohten Risiko fur allergische Sensibilisierungdumllergische Erkrankungen
verbunden sind und bei Individuen mit allergisclighrankungen ebenfalls beobachtet
werden %! Mit diesen Uberlegungen einhergehend konnte wiede gezeigt
werden, dass Neugeborene mit erhohter IFNsowie TNF--Produktion im
Nabelschnurblut ein geringeres Risiko fur die Enkiing von Allergien im spéateren
Leben aufwiesern>®*'% Erste Ergebnisse der PASTURE-Studie zeigen zueiem
inverse  Korrelation zwischen der IFNProduktion von CBMCs und

allergenspezifischen IgE-Antikérpern in Nabelschuutr??.

Unsere Ergebnissen konnten demnach indirekt algiBgsng dafir gesehen werden,
dass der Bauernstaus der Mutter, der mit erholrsFr lund TNF- -Produktion von
CBMCs assoziiert werden konnte, einen intrauterammittelten allergieprotektiven

Effekt auf das Kind hat**7130

Darlber hinaus kann aus unseren Ergebnissen gesehlaverden, dass der protektive
Effekt des Bauernhoflebens vor allem durch den enlithen Kontakt zu Stalltieren

sowie dem Aufenthalt der schwangeren Bauerinneidenschobern erklart werden
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kann. Das geht einher mit den Ergebnissen frilftatien, die den pranatalen Kontakt
zu Vieh durch Stalltierkontakt der Mutter mit einegeringeren Risiko fur die
Entwicklung allergischer Sensibilisierung und Adje in Verbindung bringen konnten

#7139 sowie der Tatsache, dass der groRte allergokiieteEffekt auf Bauernhdfen

beobachtet werden konnte, zu denen Viehstélle ¢mhGr2 sowie teilweise gar nicht

nachzuweisen war auf Bauernhofen ohne Viehztrcht

Ob nun die Osterreichischen Kinder vom Tierkontaktl Bauernstatus ihrer Mutter
aufgrund eines fehlenden Effektes auf die IFRroduktion ihrer CBMCs weniger
profitieren als die Kinder der Gesamtpopulationfdwsich im weiteren Verlauf der
PASTURE-Studie zeigen. Frilhere Studien wiesen amchrhalb Osterreichs einen
allergieprotektiven Effekt fir das Leben auf demu&ahof und die Arbeit der Mutter
im Stall wahrend der Schwangerschaft nath'*:

Frihere Studien zeigen, dass der Konsum von Baiulemim ersten Lebensjahr mit
einem reduzierten Asthmarisiko fiir die Kinder eirjeht *’'% Die ALEX-Studie
konnte feststellen, dass die Pravalenz von AsthHeyschnupfen und atopischer
Sensibilisierung unter Kindern, die nicht pastaarte Bauernmilch konsumiert hatten,
signifikant niedriger war. Dabei schienen sich deiden protektiven Faktoren
Stallkontakt und Bauernmilch in ihren schitzendegeBschaften zu addieren. Vor
allem Konsum dieser Milch wahrend der Schwangefsckannte mit positiven
Effekten fir die Kinder in Zusammenhang gebrachtder *°. Unsere Ergebnisse
zeigen eine Assoziation zwischen dem Konsum vomtnéntrahmter Bauernmilch
wahrend der Schwangerschaft und erhohter IFNeduktion von CBMCs. Ausgehend
von der Beobachtung, dass erhdhte IFRroduktion bei Geburt mit einem geringeren
Risiko fir die Entwicklung von Allergien verbundest, lasst dies auf einen préanatalen
protektiven Effekt der Milch schliel3en und bestiatigmit die Ergebnisse der ALEX-
Studie.

Pradiktiver Wert der Zytokinexpression von CBMCs

Grol3es Interesse besteht darin, einen pradikthamanketer zu finden, der schon bei
Geburt des Kindes Aufschluss Uber ein eventuellisskd fir die Entwicklung von

allergischen Erkrankungen gibt. Interventionsmafdmeih konnten friher und damit



4. DISKUSSION 74

effektiver angewendet werden. Neben der Konzentraton IgE im Nabelschnurblut,
ist auch die Zytokinexpression in diesem Zusammeglateressant. Die Interpretation
der Zytokinexpressionen von CBMCs im Zusammenharnig der Entstehung von
allergischen Erkrankungen muss jedoch kritisch lgeiseverden und kann aufgrund der
geringen Anzahl von Studien, die dieses Thema lhiannicht abschlieRend beurteilt

werden.

Derzeitige Ergebnisse sprechen den einzelnen Zyokeinen geringeren pradiktiven
Wert zu als dem Vorliegen einer positiven atopischeamilienanamnesé'??
Bedeutung konnte aber der Erfassung bestimmterkigytauster zukommen, wie sie in
dieser Arbeit vorgenommen worden ist. In diesemafusenhang ist es bedauerlich,
das IL-12 aufgrund zu vieler Nullwerte von der ist&gchen Auswertung

ausgeschlossen werden musste.

IL-12 wird von APCs, vor allem als Folge hoher Aygmkonzentrationen, gebildet.
Genauso wie IFN-inhibiert es die fi2-Antwort *® und hat dariiber hinaus starkell
aktivierende Fahigkeiten. Es stimuliert so die Bild von IFN- und TNF- %. Es
konnte gezeigt werden, dass allergisches Asthmaimet verringerten Produktion von
IL-12 einhergeht®® Neugeborenen mit einem erhéhten atopischen Riigten eine
geringere Anzahl IL-12-produzierender Zellen im Hgbhnurblut nach allergener
Stimulation ®*. Eine weitere Studie konnte niedrige Mengen IL-ifd IFN- -
produzierender Zellen im Nabelschnurblut in Zusamma@g bringen mit IgE
vermittelter Sensibilisierung wahrend der Kindhéft Aufgrund der niedrigen IL-12-
Level konnten wir keine Unterschiede zwischen Bauamd Nicht-Bauernkindern
feststellen. Dieses konnte bedeuten, dass die duechgefihrte Stimulation von
Vollblutproben zu schwach ist, um ausreichende2kL&vel messen zu kdnnen.

Beeinflussen mikrobielle Komponenten die unterstdliche
Zytokinexpression Neugeborener? Potentielle Medmen des

Bauerneffektes

Die Tatsache, dass maternale Expositionen zur Alsig von unterschiedlichen
Zytokinprofilen bei den Neugeborenen fuhren, dedéetuf hin, dass die fetalen Zellen
des angeborenen sowie des adaptiven Immunsystemgébatiragende Stimuli der

maternalen Umwelt reagieren. Es finden Interakimoneischen Mutter und Fetus statt,
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maoglicherweise Uber die Plazenta oder Uber dashBxmasser, das den Feten umgibt.
Unklar ist, ob bestimmte Zytokinmuster im Blut déutter die Entwicklung des fetalen
Systems beeinflusséfi, oder ob mikrobielle Expositionen (iber die Amniéssigkeit
eine direkte Rolle spiele?t, zum Beispiel tiber die Ausbildung einer immunac$otien
Toleranz. Da uns keine Angaben Uber die Zytokinkotrationen der maternalen
Zirkulation vorliegen, konnten wir keine Aussagen potentiellen Korrelationen
zwischen neonatalen und maternalen Zytokinmustexohen wie Brown et al. es flur

Hoch-Risiko-Kohorten machen konnté&h

Die genauen Mechanismen, die fir die unterschieehic Zytokinprofile der
Bauernkinder sowie den allergo-protektiven Effe&s @Bauernhoflebens verantwortlich
sind, sind Gegenstand intensiver Forschung. Verohutinteragieren bestimmte
Umweltfaktoren, denen die Kinder intrauterin auggeissind, mit dem spezifischen
Genotyp des Kindes und beeinflussen so die Entwngkl des Immunsystems.
Dementsprechend sind die Kinder dann entweder géschitzt vor der Entwicklung
von Allergien oder pradisponiert fiir diese Erkrangen®®. VVor allem eine Aktivierung
des angeborenen Immunsystems durch mikrobielle Kommen scheint eine
protektive Rolle zu spieleH.

Das Leben auf dem Bauernhof und die damit verbuemleBxpositionen sind
gekennzeichnet durch eine hohe mikrobielle Laste apezifische Zusammensetzung
aus Komponenten von Bakterien und Pilzéh Besonders reich an solchen
Komponenten ist der Dung des Viehs, der unter amleEnterobakterien und
psychrotrophe Spezies enthdft'’® Ege et al. zeigten eine inverse Assoziation
zwischen mdatterlicher Exposition zu Tierdung und r deKonzentration

allergenspezifischer IgE in Nabelschnurbffit

Gramnegative Bakterien der Spezi@sinetobacter'®® unter ihnenAcinetobacter
Iwoffii sowie das grampositive Bakterium Lactococcus lactis®® konnten in
Abklatschproben von Kuhstallstaub identifiziert den. Fir beide Bakterienarten
konnte in murinen Modellen ein allergieprotektifekt festgestellt werdet, der fiir
Acinetobacter Iwoffiauch in pranatalen Modellen bestatigt werden keigpersonliche
Mitteilung Prof. Renz, Veré6ffentlichung in Vorbeneng): maternale Exposition ZA.

Iwoffii fuhrte zu einer abgeschwachten Entziindung demiegie und Hyperreagibilitat
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nach OVA-Sensibilisierung der Nachkommen. Der Stami Tierstallen selbst scheint
einen antiallergischen Effekt zu haben, wie in mem Modellen gezeigt werden konnte
120 Hohe Konzentrationen von Bakterien und Sporedeinsich auch im Heu, hier
konnte vor allem der Genu8acillus identifiziert werden, der ebenfalls einen
protektiven Effekt auf die Allergieentstehung hatje in murinen Modellen
herausgefunden werden konnt@ Ege et al. zeigten, dass miitterlicher Heukordakt
protektiven Eigenschaften des Tierdungkontaktestaskt*®.

Auch  Bauernmilch enthalt viele mikrobielle Bestamin, vor allem

Milchsaurebakterien wikactococcus lactis’.

Es wird vermutet, dass die Exposition hoher Konazdianen mikrobieller
Komponenten, wie sie auf Bauernhtfen gefunden werdie TH1-Antwort férdert und
dadurch H2-Antworten, die mit der Entstehung von allergisthErkrankungen
assoziiert sind, unterdriickt. Zahlreiche Studiebemain diesem Zusammenhang die
Effekte von Endotoxinen, die besonders in Tierstélin hohen Konzentrationen zu
finden sind, untersucht. Aber auch in den Matratzam Bauernkindern, sowie in denen
von Nicht-Bauernkindern mit regelmalligem Stallk@&htalassen sich hohere
Endotoxinkonzentrationen messen als bei Nicht-Beaerilien'*.

Bakterielle Komponenten wie das LPS fiuhren tbee éiitivierung des angeborenen
Immunsystems zu einer Triggerung det1¥Antwort. TH1-Zellen sezernieren IFN-
das eine zellvermittelte Immunantwort stimulierdumwie beschrieben, gleichzeitig die
Entwicklung von H2-Zellen antagonisiert und in ihrer Aktivitat betiert 48133
PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern) rbiktter Komponenten binden an
spezifische PRRs (Pattern Recognition Receptors) Amtigenprasentierenden Zellen
(APC) des angeborenen Immunsystems. Zu den PRRstgalth die Gruppe der Toll
Like Rezeptoren (TLRY unter ihnen TLR4, das aktiviert wird durch LPS Die
Aktivierung der PRRs stimuliert die Expression bastter kostimulatorischer
Molekile sowie die Produktion von proinflammatohen Zytokinen: TNF-, Typ-I-
Interferonen, IL-1, IL-6, IL-10 und IL-12"*. Viele dieser Zytokine fordern die
Entwicklung von H1-Zellen. Die Aktivierung von APCs uber TLR triggefamit die
TH1-vermittelte Immunantwort, wodurch wiederum dieiZFAntwort und damit die
allergische  Reaktion inhibiert werden. Eine vernehr LPS-  bzw.

Endotoxinkonzentration, wie sie in Tierstdllen Zndén ist, bewirkt eine vermehrte
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Expression der PRRs TLR4, TLR2 und CO¥4*was die vermehrte Expression dieser
PRRs an der Oberflache von Leukozyten von Bauedekin erklart®’. Uber eine
Bindung des LPS an TLR4 und CD14 kommt es zu verteehL-12-Sekretion und
damit einer Unterdriickung deHZ- Antwort, was geringere IgE-Sekretion und damit

F>142 Es konnte ein

geringere atopische Sensibilisierung nach sich tzi&
Zusammenhang nachgewiesen werden zwischen hohaestdimkonzentrationen und
niedrigeren Pravalenzen von allergischen Erkrankorfg°?*?? der auch von der
ALEX-Studie bestatigt werden konnt&. Bliimer et af? und Gerhold et a konnten

in murinen Modellen zeigen, dass LPS auch intrautdre Entstehung allergischer
Erkrankungen beeinflussen kann: Die BehandlungMig@ter mit LPS flihrte zu einer
reduzierten allergischen Entzindung der Luftweger deVA-sensibilisierten

Nachkommen.

Unsere Ergebnisse bestatigen die Vermutung, dassllwhe Expositionen das fetale
Immunsystem in Richtung HL-Antwort, charakterisiert durch erhdhte IFN-
Produktion, beeinflussen. AuRerdem bieten sie Hissvdarauf, dass schon intrauterin
ein ,Priming® stattfindet, das madglicherweise miterd Entwicklung von
Gedéchtniszellen einhergenht.

In epidemiologischen Studien, wie der PASTURE-Studinuss ein Kompromiss
eingegangen werden zwischen wissenschaftlichem r@okp und tatsachlicher
Machbarkeit. So waren im Zusammenhang mit dendetalytokinmustern auch die
mditterlichen Zytokinkonzentrationen interessant e®swm. Damit hatte besser
unterschieden werden kdnnen zwischen einem durdteriiche Zytokine vermittelten
Effekt, bzw. einer direkten Wirkung von Allergenend mikrobiellen Komponenten

Uuber das Fruchtwasser.

Kritisch zu betrachten bleibt dartiber hinaus diegér ob die in dieser Arbeit
vorgenommene Zytokinbestimmung in Vollblutprobeig sehr viele Zellen enthalten,
sinnvoll ist. Moéglicherweise lie3en sich besseregebnisse erzielen, wenn vor der
Messung bestimmte Zellen (T-Lymphozyten) aus delbltaproben isoliert und dann
gesondert stimuliert wirden. Auf diese Weise konrdiee gemessenen Zytokine noch
direkter den Effektorstatus der T-Zellen anzeigém.klaren bleibt auch, in welchem

Mal3e die Zytokinbestimmung einer so geringen ausN#belschnur enthommenen
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Probenmenge Uberhaupt auf die komplette fetale ulation sowie den
immunologischen Status des Neugeborenen schliéBst |

Darlber hinaus ware es sicher sinnvoll, die Sefisitider Messmethode zu erhéhen
um eine groflRere Anzahl verwertbarer Werte zu exhaDieses trifft vor allem auf die
IL-12-Messung zu, deren Ergebnisse hier, aufgruadvieler Werte unterhalb der

Abrissgrenze, nicht ausgewertet werden konnten.

Als problematisch ist auch der Ausschluss der fiaiszhen Proben anzusehen, deren
Werte sich signifikant von denen der anderen Shmdietren unterscheiden. Es ist ein
technischer Mangel vermutet worden, der allerdimght Gberprift werden konnte, so
dass der Ausschluss dieser Werte zu Selektion asted der Datenqualitat gefihrt

haben kdnnte.

Subgruppenanalysen werden in der Literatur sehiséhi diskutiert. Fur Osterreich
konnten, bis auf die Ergebnisse fur IL-10, keirgndgikanten Werte gemessen werden,
so dass hier lediglich Tendenzen diskutiert wert#tennten und die Frage nach
landerspezifischen Unterschieden innerhalb der RASH-Population nicht
abschlie3end geklart werden konnte. Eine Ausweitlgrgdsterreichischen Fallzahl in
nachfolgenden Untersuchungen konnte klaren, olkesljasie vermutet, auf die geringe

Anzahl dsterreichischer Proben (n=105) zurlckzdiihst.

Ausblick

Die Verbindung epidemiologischer und immunologiscbaten in dieser Arbeit geben
neue Einblicke in die Programmierung des fetalemimsystems. Die Ergebnisse
bestatigen unsere Arbeitshypothese, indem sie zedpss préanatale Expositionen des
Bauernhoflebens einen Einfluss haben auf die Zgfmkiduktion von
Nabelschnurblutzellen Neugeborener. Darlber hinaugeichnen sich
zentrumsspezifische Unterschiede der Zytokinexpessab, die vermutlich auf
Variabilitdt der einzelnen erfassten Expositionemizkgefihrt werden konnen, die
landestypischen Unterschiede bestimmter landwiatfslother Vorgehensweisen

beinhaltet.
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Im weiteren Verlauf der PASTURE-Studie wird sichiges, ob diese Zytokinmuster
auch im Hinblick auf das Risiko fur die Entstehuwign allergischen Erkrankungen
interpretiert werden konnen und damit pradiktivematakter haben. Vor dem
Hintergrund der Hygienehypothese kodnnten sie soteweeiErkenntnisse Uber die
Mechanismen, die fur den protektiven Effekt desdnaboflebens verantwortlich sind,
bieten. Basierend auf diesen Ergebnissen kodnnte Ehewvicklung zukinftiger

Friherkennungs-, Praventions- und Behandlungsmethodvon allergischen

Erkrankungen moglich werden.
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6. Anhang

6.1. Materialibersicht

Artikel

Bezeichnung

Firma

384-Well-Platte

384 well clear Macisorp

NUNC A/S

BM blue POD-Substrat

3,3-5,5"-
Tetramethylbenzidin
(TMB)

Roche Diagnostics
Corporation

Desinfektionsmittel Softasept Reagenzienzentrale
Eis

Eisschale

ELISA-Reader Tecan GENios
ELISA-Reader-Software Magellan 3

FCS

Fetal calf serum Gold

PAA Laboratories
GmbH

Feinwaage

Finnpipette 300 | (automatisch) Labsystems
H2SOu 2 mmol/l

Handschuhe unsteril Gr. 6,5

Kihlschrank 2-6°C

Kihlschrank -80°C

Opt-EIA ALISA Kit IFN- Capture Antibody BD Biosciences

Detection Antibody
Enzym Reagenz
Standard

Pharmingen

Opt-EIA ALISA Kit IL-5

Capture Antibody
Detection Antibody
Enzym Reagenz
Standard

BD Biosciences
Pharmingen

Opt-EIA ALISA Kit IL-10

Capture Antibody
Detection Antibody
Enzym Reagenz
Standard

BD Biosciences
Pharmingen

Opt-EIA ALISA Kit IL-12

Capture Antibody
Detection Antibody
Enzym Reagenz
Standard

BD Biosciences
Pharmingen

Opt-EIA ALISA Kit TNF-

Capture Antibody
Detection Antibody
Enzym Reagenz
Standard

BD Biosciences
Pharmingen

PBS Dulbeccos’Phosphate | PAA Laboratories GmbH
Buffered Saline
Pipetten “reference” Eppendorf

10-100 [ (gelb)
0,5-10 | (grau)
50-200 1 (gelb)
150-1000 | (blau)
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Sorbitant Monolaurate

“research”
5000 | (violett)
Pipetten-Spitzen Gelb
Blau
Lila
Transparent
Probenstander
Reagiergefalle Micro-Tubes
Cryo-Tubes
Schuttler
Tween 20 Polyoxyethylene Sigma

Verschlussfilm

Parafilm

Vortexer

Wasserbad
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7. Zusammenfassung
7.1. Deutsch

In den letzten Jahrzehnten ist die Pravalenz adlelgr Erkrankungen dramatisch
angestiegen. Europaweit sind derzeit mehr als 28fBdvdlkerung betroffen und die
Tendenz ist weiterhin steigend. Ein Meilenstein Adergieforschung stellt die 1989
von David P. Strachan aufgestellte Hygienehypothelse, nach welcher der
Pravalenzanstieg allergischer Erkrankungen in Wellohg gebracht werden kann mit
verbesserten hygienischen Verhdltnissen und abrnedendnfektionsrate in diesem

Zeitraum.

Im Rahmen der Hygienehypothese ist der so gen&@aterneffekt beschrieben worden.
Kinder, die in der Umgebung eines traditionellenu@ahofes aufgewachsen sind,
leiden seltener unter IgE-vermittelten allergischearkrankungen als ihre

Altersgenossen. Dieser allergieprotektive Effeld Bauernhoflebens wird nach neusten
Ergebnissen epidemiologischer Studien nicht nurtnawal, sondern auch schon
intrauterin vermittelt und l&sst vermuten, dassh sischon bei neugeborenen

Bauernkindern Unterschiede bezuglich des Immurstatden lassen.

ZIEL DER ARBEIT: Ziel der vorliegenden Arbeit, die im Rahmen der FRARE-
Studie angefertigt worden ist, war es zu untersachewieweit sich mdutterliche
Expositionen des traditionellen b&uerlichen Milieaaf den fetalen Immunstatus

auswirken, vor allem im Hinblick auf Marker dernT/TH2-Balance, den Zytokinen.

METHODEN: Dazu wurden die Konzentrationen folgender Zytokim&labelschnur-
Vollblutproben neugeborener Kinder aus Bauern- WMidht-Bauernumfeld nach
mitogener Stimulation mit PMA/lonomycin bestimmt:-% (spiegelt H2-Immunitét
wider), IL-10 (spiegelt Treg-Aktivitat wieder), IFN (spiegelt H1-Immunitat wider)
sowie IL-12 und TNF- (reflektieren Aktivitat des angeborenen Immunsyste Diese
Zytokine liefern Hinweise auf den Effektorstatus deonatalen T-Lymphozyten. Die
Zytokinwerte wurden assoziiert mit demographischieéaktoren sowie typischen
Expositionen des bauerlichen Lebens, um genauer dgiinieren, welche
Umweltexpositionen im Einzelnen Einfluss nehmen ai¢ Zytokinmuster. Die
hergestellten Assoziationen innerhalb der Gesamdptipn der PASTURE-Studie
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wurden des Weiteren verglichen werden mit den Ergslen der Teilstudienpopulation
Osterreich, um landerspezifische Unterschiede ¢htigth Expositionen und
Zytokinwerten innerhalb der PASTURE-Population adizcken.

ERGEBNISSE: Die Ergebnisse zeigen, dass pranatale Expositiordes
Bauernhoflebens einen Einfluss haben auf die Zgfmkiduktion von
Nabelschnurblutzellen Neugeborener. Vor allem férpgdoinflammatorischen Zytokine
IFN- (& TH1-Zellen: erworbenes Immunsystem) und TNFa angeborenes
Immunsystem) stellen sich signifikante positive éd@ationen zum Bauernstatus dar,
die fur IFN- vor allem mit dem mitterlichen Kontakt zu Staléie wahrend der

Schwangerschaft in Verbindung gebracht werden leamnt

Es zeichnen sich Unterschiede zwischen der Subatgul Osterreich und der
PASTURE-Gesamtpopulation bezuglich der Zytokinegpi@n ab, die vermutlich auf
Variabilitdt der einzelnen erfassten Expositionemizkgefihrt werden konnen, die
landestypische Unterschiede bestimmter landwirtdatteer Vorgehensweisen
beinhaltet. Wé&hrend sich in der Auswertung dererdsichischen Daten keine
signifikante Assoziationen zwischen den untersuctitariablen und den Werten der
proinfammatorischen  Zytokine im  Nabelschnurblut igken, konnte ein

konzentrationssteigernder Effekt auf die IL-10-Veefiir den Aufenthalt der Mutter in
Heuschobern wahrend der Schwangerschaft nachgewieseen.

SCHLUSSFOLGERUNG: Die Verbindung epidemiologischer und immunologische
Daten in dieser Arbeit geben neue Einblicke in Bigrammierung des fetalen
Immunsystems. Das traditionelle Bauernmilieu bdesst bereits pranatal die
Entwicklung des fetalen Immunsystems in RichtumgeilH1-basierten Immunantwort.
Besonders stark ist dieser Effekt, wenn die scheand/utter Kontakt zu Stalltieren

hatte. Die Assoziation der friherHI-Antwort mit der spateren Allergieentwicklung
des Kindes soll im Verlauf der PASTURE-Studie damsammenhang zwischen der
verschobenen Immunantwort und einer maodglicherweidamit verbundenen

Allergieprotektion klaren.
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7.2. Englisch

Allergic disorders have become a major public legitoblem in industrialized
countries. There has been a continuous increasigein prevalence and incidence. At
present more than 20% of the European populatiffiersurom allergic diseases. The
aetiology of allergic diseases remains poorly usitbexd despite considerable research.
In 1989, the concept of the Hygiene Hypothesis wagposed by Strachan et al.. It
states that high living standards and hygienic tans are correlated with an increased
risk for the development of allergic diseases.urthfer studies, it could be shown that
children growing up on a farm had a lower prevageotIgE-mediated allergic diseases
than their peers living in urban regions. Epiddoga studies now indicate that this
“farm effect” arises not only from postnatal bueevprenatal farm exposures. Therefore
it is supposable that the immune status of a nemydmrn in close proximity to farm,

already differs.

AIM: As part of the PASTURE-Project, the thesis is ain@dssess the effect of
maternal traditional farm life exposure on the &emmune status, particularly with
regard to the markers of HIL/TH2-lymphocytes'.

METHODES: IL-5 (reflecting TH2-immunity), I1L-10 (reflecting Treg cells), IFN-
(reflecting TH1-immunity), IL-12 and TNF- (reflecting innate immunity) were
measured quantitatively in cord blood samples ohfand non farm exposed newborns
after stimulation with PMA/lonomycin. This panelopides important insight into the
overall status of T-cell effector function in theewborns. To investigate which
particular environmental exposure has an effecth@se cytokines, the results of the
PASTURE population were associated with demograpaators and typical farm
exposures. Furthermore, these associations werparechto an Austrian subpopulation
to reveal country-specific differences with regéwmexposures and cytokine expression
within the population of the PASTURE-study.

RESULTS: Our results show that prenatal farm exposure affabtie cytokine
production of cord blood mononuclear cells. Sigmifit positive associations could be
found particularly between the proinflammatory d&yes IFN- (& TH1-cells:

adaptive immune system) and TNHa innate immune system) and the farm status.
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The associations concerning IFNzould be linked mainly to maternal contact to farm
animals during pregnancy.

Differences between the Austrian subpopulation gredwhole PASTURE-population
concerning cytokine expression became apparenposaple due to variability of the
engaged exposures, containing country specifiediffces of agricultural practices. No
significant associations could be found in proimftaatory cytokines within the
Austrian results. Our data shows an increasingcetiematernal exposure to hayricks

during pregnancy in Austrian neonates for IL-10.

CONCLUSION: The combination of epidemiological and immunologicesults in
this thesis provides new insights into priming andturation of the foetal immune
system. The traditional farm environment influentles developing immune system
already prenatally towards aHI-dominated immune profile, particularly when the
mother has had contact with farm animals duringpaacy.

The association between the early TH1-response thaddevelopment of allergic
diseases later on will be shown in the course &STPURE-Study. In this way the
relationship between the shifted immune responsé anpotentially associated
protection against allergies will also be elucidate
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