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1. Einleitung

Die Pravalenz von allergischen Erkrankungen im Kindesalter hat besonders in
den Industrienationen innerhalb der letzten Jahrzehnte deutlich zugenommen.
An den zugrunde liegenden Ursachen und am Verstandnis dieser Erkrankun-
gen wird derzeit intensiv geforscht. Besondere Aufmerksamkeit gilt dabei der
pra- und auch postnatalen Phase des Neugeborenen, da der Grundstein zur
Entwicklung allergischer Erkrankungen wahrscheinlich schon sehr frih gelegt
wird. Zu den allergischen Erkrankungen werden insbesondere die allergische
Rhinitis (Heuschnupfen), Asthma, atopische Dermatitis und Lebensmittelaller-
gien gerechnet.

Wie die dritte Phase der ISAAC-Studie [7] zeigen konnte, gab es in Deutsch-
land, einer klassischen Industrienation, innerhalb von § Jahren fur Kinder von 6-
7 Jahren einen Anstieg der Pravalenz von Asthma von 9,6% auf 12,8% und fur
die allergische Rhinitis von 5,4% auf 6,9%. Verglichen mit Indien, (Asthma 6,2%
auf 6,8%, Rhinitis von 3,2% auf 3,9%) einem typischen Schwellenland, sind die
Werte deutlich hoher, was bereits als Hinweis fur die von Strachan Ende der
80er Jahre formulierte ,Hygienehypothese® [146] gesehen werden kann. Mit
dieser postulierte er einen Zusammenhang von eingeschrankten hygienischen
Bedingungen und HaushaltsgroRe mit dem verminderten Auftreten allergischer
Erkrankungen und legte damit den Grundstein flur ein grol3es Forschungsgebiet
dem auch diese Arbeit angehdrt. Mittlerweile hat diese ,Hygienehypothese*
breite Anerkennung gefunden, obwohl sich die Beweisfuhrung zum gréften Teil
auf epidemiologische Studien stutzen. Diese zeigten, dass Kinder, die auf Bau-
ernhofen aufwachsen, seltener allergische Erkrankungen aufweisen als andere
Kinder aus demselben Umfeld.

In diesem Kontext ist die ALEX-Studie (Allergy and EndotoXin population) an-
zufuhren, die bei einer Untersuchung von 812 Kindern im Alter von 6-13 Jahren,
unter den Nichtbauern-Kindern (n=493) eine erhdhte Pravalenz atopischer Er-
krankungen wie Asthma und allergische Rhinitis fand [133]. Als besonders
schutzend stellten sich der Kontakt zu Tieren und der Konsum von Rohmilch

dar.
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Einen ahnlichen Effekt konnte die Gruppe um Braun-Fahrlander nachweisen
[19] indem sie 1620 Kinder aus dem landlichen Umfeld anamnestisch befrag-
ten und von 404 Kindern Blutproben auf IgE untersuchten. Es lies sich ein be-
sonderer Vorteil fur Kinder nachweisen, deren Eltern die volle Arbeitszeit auf
einem bauerlichen Betrieb verbrachten. Weitere Arbeiten konnten diese Ten-
denzen bestatigen [44, 154, 164].

Um die Ursache dieses Effektes genauer zu ergrinden und daraus vorbeugen-
de Empfehlungen fur die Vermeidung von Allergien abzuleiten, beziehungswei-
se Konzepte flr Therapieansatze zu erarbeiten, sollen in der PASTURE-Studie
(Protection against Allergy-STUdy in Rural Enviroment) schwangere Mutter und
ihre neugeborenen Kinder, in zwei Kohorten erfasst werden. Eine Kohorte be-
stehend aus Schwangeren aus bauerlichem Umfeld und eine Kohorte beste-
hend aus Schwangeren aus nichtbauerlichem Umfeld, welche jedoch aus der-
selben Region entstammen. Damit ist die PASTURE-Studie die erste Kohorten-
studie auf diesem Gebiet.

Zunachst werden die Verhaltensweisen der Mutter wahrend der Schwanger-
schaft, wie beispielsweise ihre Ernahrung oder die Dauer ihrer Stallaufenthalte
beobachtet. Daraufhin werden Messungen induzierter Zytokinkonzentrationen
im Nabelschnurblut des Nachwuchses vorgenommen, da bereits vorhergehen-
de Studien ein Risiko fur atopische Erkrankungen gemessen an Zytokinexpres-
sionen beim Neugeborenen vorhergesagt hatten [101, 136]. In der Folge wer-
den die Kinder bis zu ihrem sechsten Lebensjahr begleitet um die Manifestation
maoglicher allergischer Erkrankungen beobachten zu konnen.

Assoziationen zwischen dem Verhalten der Schwangeren und den Zytokinkon-
zentrationen sollen Hinweise auf allergiefordernde- beziehungsweise mindern-
de Verhaltensweisen der Mutter geben.

Die Untersuchung wird von der Europaischen Union gefordert und neben
Deutschland (Bayern) auch in Finnland, Osterreich, der Schweiz und dem
Franzosischen Jura durchgeflhrt.

Dieser Teilbereich der Studie wird sich mit der Betrachtung der Expression der
Interleukine 5, 10 und 12 sowie Interferon-y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) nach Stimulation mit PMA/lonomycin (P/I), LPS (gram-), und SEB im

Nabelschnurblut Neugeborener befassen. Die gemessenen Zytokinkonzentrati-
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onen werden mit der in Fragebbgen erfassten Lebensweise der Mutter wahrend
der Schwangerschaft assoziiert. Mogliche Korrelationen werden daraufhin im
Kontext der aktuellen Literatur bezuglich ihrer Bedeutung zur Vorhersage aller-
gischer Erkrankungen diskutiert. Zudem werden die Ergebnisse der finnischen
mit denen der Gesamtpopulation verglichen und auf Besonderheiten unter-
sucht.

Doch was fuhrt zu allergischen Erkrankungen?
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1.1 Allergie und lhre Ursachen

Zum Formenkreis der allergischen Erkrankungen zahlen Heuschnupfen (Syn-
onym: allergische Rhinitis / Rhinokonjunktivitis), Asthma bronchiale und Neuro-
dermitis (Synonym: atopische Dermatitis / atopisches Ekzem). Immunologisch
haben diese drei Erkrankungen eine erhdhte Produktion von IgE nach vermehr-
tem Antigenkontakt gemeinsam [73, 95].

Die Beeintrachtigung durch die Erkrankungen kann individuell sehr variieren
und bewegt sich von leichten Atemwegsirritationen bis hin zum potentiell letalen
Status asthmaticus [110]. Wie in der Einleitung bereits erwahnt hat die Inzidenz
und Pravalenz der atopischen Erkrankungen in den letzten Jahrzehnten, vor
allem in den Industrienationen, deutlich zugenommen, was zu einer Reihe von
epidemiologischen Studien gefuhrt hat, die sich die Aufklarung dieses Phano-
mens zum Ziel gemacht haben.

Zunachst konnte Strachan 1989 einen Zusammenhang zwischen der Anzahl an
Geschwistern in einer Familie und der Haufigkeit allergischen Erkrankungen
nachweisen [146]. Dabei wertete er eine Geburtenkohorte von 17414 britischen
Kindern aus die alle in einer definierten Woche im Marz 1958 geboren wurden.
Im Alter von 23 Jahren wurden Selbstauskinfte von den Eltern Uber mogliche
allergische Erkrankungen ihrer Kinder eingeholt. Die daraus gewonnenen Er-
gebnisse konnte von weiteren Studien bestatigt werden und fuhrten zu der Auf-
fassung, dass ein schutzender Effekt vor Allergien durch die von alteren Ge-
schwistern verursachten frihkindlichen Erkrankungen bestand [157]. Die dar-
aus abgeleitete ,Hygienetheorie“ gab Anlass zur Untersuchung von Ganztages-
betreuungsstatten. Dort vermutete man ahnliche Effekte die sich durch an-
schliefende Studien auch zeigen lieBen. Zusatzlich fiel auf, dass die aller-
gieprotektive Wirkung nicht allein vom Umfeld sondern auch von genetischen
Faktoren, wie beispielsweise den allergischen Erkrankungen der Mutter, abhing
[25, 72, 94]. Genetische Faktoren werden im letzten Abschnitt eingehend be-
handelt.

Zur weiteren Aufklarung des Effektes verglichen Studien die Pravalenzen und

die Risikofaktoren von Allergien und respiratorischen Symptomen von Ost- und
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West-Deutschland vor der Wiedervereinigung 1990. Sie kamen zu dem Ergeb-
nis einer signifikant niedrigeren Pravalenz von Asthma und respiratorischen
Symptomen in Ostdeutschland vor 1990, welche sich nach der Wiedervereini-
gung langsam an das Westniveau angenahrt hatten [115]. Studien dazu unter-
suchten Kinder die nach 1990 geboren wurden, und fanden deutlich steigende
Pravalenzraten von Asthma, Heuschnupfen und atopischem Ekzem. Ein Grund
dafur mag die ,Verwestlichung® des Lebensstils, das heif3t vor allem der héhere
Hygienestandard, in den neuen Bundeslandern gewesen sein und die damit in
Zusammenhang stehenden Risiken flr Atopie [68]. Renz und Kollegen konnten
sogar eine klar TH-2-gewichtete Immunantwort bei allergischen Kindern in
Westdeutschland feststellen [131].

Ein weiterer protektiver Effekt im Bezug auf atopische Erkrankungen scheint der
nahere Umgang mit Haustieren zu sein. Es wird angenommen, dass dieser Ef-
fekt aus einer erhohten mikrobiologischen Belastung in Haushalten mit Haustie-
ren resultiert [161]. Gestutzt wird diese Annahme von der AIRALLERG-Studie,
welche ebenfalls einen Zusammenhang zwischen der mirkobiologischen ,In-
door-Belastung“ und Allergien gesehen hat. Diese Studie konnte signifikant ho-
here Level an Endotoxin, einem Zellwandbestandteil von gram-negativen Bak-
terien, in Haushalten mit Katzen im Vergleich zu Haushalten ohne Katzen fest-
stellen [59, 60]. Dieser Effekt konnte von weiteren Studien bestatigt werden,
unklar bleibt jedoch noch die Abhangigkeit von der Art des Haustiers [37, 140,
158].

Drei weitere Studien, die in verschiedenen europaischen Bevolkerungen mit
Lalternativem Lebensstil“ durchgefuhrt wurden, decken sich mit den Beobach-
tungen der ,Hygienetheorie®. Familien, die sich dem anthroposophischen Le-
bensstil verschrieben hatten, welcher die Ablehnung von Antibiotika und den
Konsum von biologisch angebauten (und damit mikrobiell kontaminierten) Nah-
rungsmitteln beinhaltet, hatten deutlich niedrige Pravalenzraten von Asthma
und allergischen Erkrankungen [5, 52, 92]. Diese Beobachtung bestatigte eine
weitere Studie, die sich besonders mit der Antibiotikagabe im frihen Lebensal-
ter (0-4 Jahre) beschaftigt hatte [28]. Damit zeigte sich ein protektiver Effekt fur
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das Unterlassen antibiotischer Behandlungen, und damit eine langere Verweil-
dauer von Bakterien im Organismus.

Des Weiteren zeigte eine Kohortenstudie aus Vororten von Detroit (USA) an der
835 Kinder teilnahmen, dass Kinder, die innerhalb des ersten Lebensjahres an
fiebrigen Infekten erkrankt waren, eine signifikant niedrigere Inzidenz von atopi-
schen Erkrankungen hatten. Dabei konnte mit jeder zusatzlichen fiebrigen Epi-
sode im ersten Lebensjahr die Wahrscheinlichkeit einer atopischen Erkrankung
weiter gesenkt werden [165].

Analog dazu wurde auf Basis der ISAAC Studie herausgefunden, dass die Ga-
be von Paracetamol (fiebersenkende Arznei) im ersten Lebensjahr das Risiko
fur Asthma, Rhinokonjunktivitis und atopischem Ekzem im Alter von 6-7 Jahren
signifikant erhohte [9].

Trotz kontroverser Diskussion dieses Artikels in der Fachpresse aufgrund der
zentralen Rolle von Paracetamol in der Kinderheilkunde, sind Medikamente bei
der fruhkindlichen Entwicklung von atopischer Disposition nicht zu vernachlas-
sigen.

Ein anderer protektiver Faktor im Bezug auf allergische Erkrankungen scheint
die Infektion mit Parasiten wie beispielsweise Helminthen zu sein. Dies konnte
in Studien gezeigt werden, die parasitendurchseuchte Populationen in den Tro-
pen untersuchten. Erklart wird das durch eine immunsupressive Wirkung der
Parasiten durch spezielle Oberflachenproteine [31, 32, 172].

Als Risikofaktor fur allergische Erkrankungen konnten einige Studien zeigen,
dass die steigende Luftverschmutzung mit Stoffen wie SO, [176], CO und NO
[175], O3 und NO, zum Anstieg der Asthma-Pravalenz beitragt. Andere Studien
hingegen konnten diese Beobachtungen nicht nachvollziehen. So wurden in
einigen osteuropaischen Landern und in China, die die hochsten Luftver-
schmutzungsraten weltweit aufweisen, niedrige Pravalenzen fur allergisches
Asthma gefunden. Dagegen war die Asthma-Pravalenz in Neuseeland sehr
hoch, bei gleichzeitig sehr niedriger Luftverschmutzung [7].

Ein weiterer begunstigender Faktor fur die Entstehung von allergischen Erkran-
kungen ist das Rauchen der Eltern, insbesondere der Mutter, wie bisher mehre-
re Studien darlegen konnten [106, 117, 150].
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Gleichzeitig spielen das erhdhte Gestationsalter [108], ein niedriges Geburts-
gewicht und Frahreife [61], sowie die Geburt durch Kaiserschnitt [112, 139] eine
nicht zu vernachlassigende Rolle als Risikofaktoren fur spatere allergische Er-
krankungen.

Auch das Stillverhalten der Mutter hat signifikanten Einfluss auf eine spatere
atopische Veranlagung des Nachwuchses. So konnten mehrere Kohortenstu-
dien einen deutlichen Vorteil von gestillten Kindern gegenuber ungestillten Kin-
dern belegen. Sogar die Lange der Stillzeit hatte Auswirkungen auf das spatere
Atopierisiko [91, 104].

Zudem kénnen manche frihkindlichen Virus-Infektionen wie zum Beispiel RSV

und Keuchhusten eine Anfalligkeit fur allergische Erkrankungen fordern [13].

Schlussendlich muss man genetische Ursachen fiur als Risikofaktor in Betracht
ziehen. Zunachst ist es erwiesen, dass Nachkommen von Patienten mit allergi-
schen Erkrankungen bereits ein deutlich hoheres Risiko haben zu erkranken
[100, 108, 122]. Auch Zwillingsstudien weisen auf eine deutliche genetische
Komponente fiir hin. Ubereinstimmungsraten beziiglich allergischer Erkrankun-
gen fur eineiige Zwillinge wurden auf 72-86% geschatzt, wahrend fur zweieiige
Paare die Ubereinstimmung nur bei 21-23% lag [26, 93, 143].

Dafur gibt es mehrere Erklarungsansatze. Beispielsweise gibt es Polymorphis-
men in den Genen der Oberflachenproteine, die zu einer Durchlassigkeit von
epithelialen Barrieren (z.B. Schleimhaute im gastrointestinalen oder respiratori-
schem Trakt) fUhren und somit das Durchtritt von Allergenen begunstigen. Die-
se eigentlich harmlosen Substanzen werden durch das entzindlich aktivierte
Umfeld der Epithellasion falschlicherweise als bedrohlich eingestuft und mit ei-
ner entsprechenden Immunantwort bekampft [30].

Ein weiterer genetischer Faktor sind Polymorphismen in Genen der Toll-Like-
Rezeptoren (TLR). Diese Rezeptorfamilie dient der Erkennung von pathogenen
Substanzen wie Lipopolysacchariden, einem Zellwandbestandteil, oder fremder
DNA. Im besonderen Fokus stehen dabei ,TLR 2 und ,TLR 4"

,TLR 2% ist Bestandteil einer Kaskade zur Erkennung von Membranbausteinen
von gramnegativen und grampositiven Bakterien. Innerhalb der bereits oben

genannten ALEX-Studie konnte eine Signifikanz zwischen einem bestimmten
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Polymorphismus (TLR2-16934) und dem Auftreten von Asthma und atopischer
Dermatitis festgestellt werden [47].

Der Rezeptor ,TLR 4" hingegen erkennt ausschliellich Lipopolysaccharide
(LPS) welche ein Membranbestandteil von gramnegativen Bakterien sind. Eine
schwedische Arbeitsgruppe untersuchte einen Polymorphismus des ,TLR 4¢
(Asp299Gly) zusammen mit dem CD 14/-159 Polymorphismus und konnte Uber
die Bestimmung von Zytokinen (IL-12, IL-10, IFN-y) ein deutlich erhdhtes Risiko
fur extrinsisches Asthma aufzeigen [49].

Diese Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass schon die erste Erkennung von
pathogenen Stoffen durch TLR’s bereits ausschlaggebend fur die weitere In-

formationsverarbeitung und -Bewertung des Antigens ist.

Nicht zu von der Hand zu weisen ist eine psychische Komponente bei der Ent-
stehung von Atopie, die mit Sicherheit nicht allein ursachlich, jedoch modulie-

rend allergische Reaktionen beeinflussen kann.

Nach diesen zahlreichen epidemiologischen Hinweisen fur die Ursachen von
allergischen Erkrankungen, soll im Folgenden auf die Ablaufe auf zellularer

Ebene eingegangen werden.
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1.2 Allergie auf zelluléarer Ebene

Unter dem Begriff Allergie versteht man die immunologische Uberempfindlich-
keitsreaktion vom Typ | (nach Coombs und Gell, auch Soforttyp oder anaphy-
laktischer Typ), das heil3t eine Reaktion des Immunsystems auf ein ansonsten
harmloses, nicht pathogenes Antigen. Das Antigen wird in diesem Zusammen-
hang als Allergen bezeichnet [110].

Der Ablauf der Typ | Uberempfindlichkeitsreaktion lasst sich in 3 Phasen unter-
teilen: die Sensibilisierung, die allergische Sofortreaktion und die allergische
Spatreaktion [153].

1.2.1 Sensibilisierung

Als Sensibilisierung bezeichnet man den ersten Kontakt des Immunsystems mit
einem Allergen. Dieser erfolgt haufig an mukosalen Oberflachen, wie z.B. in
den Atemwegen. Das Allergen wird meist von dendritischen Zellen als Antigen-
prasentierende Zellen (APCs) uber Toll-Like-Rezeptoren (TLR) erkannt, aufge-
nommen und in die ableitenden, regionalen Lymphknoten transportiert, wo es
uber den Major Histocompatibility Complex-lIl (MHC-II) prasentiert wird [132].
Das so prasentierte Allergen wird von Allergen-spezifischen CD4" T-
Helferzellen (TH-Zellen) Uber ihren Antigenrezeptor (T Cell Receptor, TCR) er-
kannt [36,127].

In Abhangigkeit von der Bindungsstarke des Allergens an den TCR und von
dem umgebenden Zytokinmilieu differenzieren sich die naiven TH-Zellen in TH-
1- oder TH-2-Zellen. Bindet ein Antigen mit hoher Affinitat an den TCR und lie-
gen in der Umgebung die Zytokine Interleukin (IL)-12 und IL-18 vor, die von
APCs und T-Zellen gebildet werden, so differenzieren sich antigenspezifische
naive TH-Zellen vorwiegend zu TH-1-Zellen [75]. TH-1-Zellen produzieren nach
ihrer Aktivierung Zytokine wie Interferon-y (IFN-y), IL-2 und Tumornekrosefak-
tor-a. (TNF-a), welche unter anderem die Entstehung von TH-2 Zellen hemmen
[109, 119]. Uberwiegt im umgebenden Milieu das Zytokin IL-4, das von TH-2-

Zellen, eosinophilen Granulozyten und Mastzellen gebildet wird, und bindet das
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Antigen nur schwach an den TCR, so differenzieren sich die Antigen-
spezifischen naiven TH-Zellen bevorzugt in TH-2-Zellen [142]. TH-2-Zellen pro-
duzieren nach ihrer Aktivierung Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 und IL-13
[109, 119].

Bei einer Allergie differenzieren allergenspezifische naive TH-Zellen nach Pra-
sentation des Allergens durch APCs in TH-2-Zellen. Diese induzieren durch die
Sekretion von IL-4 und IL-13 die IgE-Produktion der allergenspezifischen B-
Zellen. Dies geschieht Uber zwei Signale. Zum einen binden IL-4 und IL-13 an
spezifische Rezeptoren auf der Oberflache der B-Zellen, was uber den
JAK/STAT-Signalweg zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors Signaltransduk-
tor und Aktivator der Transription-6 (STAT-6) fuhrt [167]. Zum anderen expri-
mieren die aktivierten TH-2-Zellen den CD40-Liganden (CD40L), der eine ko-
stimulatorische Bindung mit dem CD40-Molekul auf B-Zellen eingeht, was zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kappa-B flhrt [33]. Durch diese bei-
den Signale werden die B-Zellen aktiviert, wechseln den Isotyp der von ihnen
produzierten Antikorper von IgM zu IgE und differenzieren sich zu Plasmazel-
len. Das produzierte IgE gelangt in den Blutkreislauf und bindet an den hochaf-
finen Fc-Rezeptor-l (Fc-R-lI) auf Mastzellen und an den niedrigaffinen Fce-
Rezeptor-Il (Fc-R-1l, CD23), der auf Lymphozyten, eosinophilen Granulozyten,
Thrombozyten und Makrophagen exprimiert wird [23]. Die eigentliche allergi-
sche Reaktion ftritt also erst nach einem zweiten Kontakt mit dem Allergen in
Form einer allergischen Sofortreaktion auf.

Wie die folgende Abbildung zeigt haben neben Zytokinen auch noch andere
Faktoren einen Einfluss auf die Differenzierung in TH-1-oder TH-2-Zellen: Den
TH-1-Phanotyp fordert die Anwesenheit bakterieller DNA, die reich an Cytosin-
phosphatidyl-Guanosin (CpG)-Motiven ist. Der TH-2-Phanotyp wird durch die
Prasenz des Transkriptionsfaktors GATA-3, c-maf, Prostaglandin E2 (PGE2)
und Stickoxid gefordert. IL-10 und Transforming Growth Factor- B (TGF- B) in-
hibieren sowohl die TH-1- als auch die TH-2 Zellantwort. (griine Pfeile: stimulie-
rende Effekte; rote Pfeile: inhibierende Effekte)

10
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High-affinity
: :

between T cells and
antigen-presenting cells

Large amount

Low-affinity

interactions
between T cells and
antigen-presenting cells

Small amount
of antigen

Abbildung 1: Immunologische und zellulare Faktoren regulieren die Expression von TH-1- und
TH-2-Zellen [85]

1.2.2 Allergische Sofortreaktion

Nach der Sensibilisierung 16st ein weiterer Allergenkontakt eine allergische So-
fortreaktion aus. Dabei bindet das Allergen an spezifische IgE-Antikorper, die
an Fc-R-I auf Mastzellen oder basophilen Granulozyten gebundenen sind. Die
Rezeptoren werden kreuzvernetzt, wodurch (z.B. im Fall von allergischem
Asthma) die Mastzellen aktiviert werden und primare und sekundare Mediato-
ren freisetzen, die eine Vasodilatation, eine erhohte GefalRpermeabilitat und

eine Konstriktion der glatten Muskulatur bewirken [85, 86].

11
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Abbildung 2: Interaktionen zwischen CD4+ T-Zellen und B-Zellen und Wirkung von Mastzellen
(23]

Primare Mediatoren werden nach der Aktivierung der Mastzellen aus vorge-
formten Granula freigesetzt und wirken innerhalb von Minuten. Zu ihnen gehort
u.a. Histamin, ein kurzlebiges, vasoaktives Amin, das zu einer sofortigen Erho-
hung der lokalen Durchblutung und Gefallpermeabilitat fihrt. Aus den vorge-
formten Granula werden aulerdem eine Reihe von Proteasen, z.B. Tryptase
und Chymase, freigesetzt, die Bindegewebe abbauen und so zur Zellschadi-
gung fuhren [153]. Tryptase aktiviert auRerdem Protease-abhangige Rezepto-
ren (PARs) auf Endothel- und Epithelzellen, wodurch eine Effektorkaskade in-
duziert wird. Diese beinhaltet die Hochregulation von Adhasionsmolekilen, die

selektiv eosinophile und basophile Granulozyten rekrutieren [74].

12
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1.2.3 Allergische Spatreaktion

Abhangig von der Menge des Allergens konnen die in der allergischen Sofort-
reaktion freigesetzten Zytokine IL-4 und IL-13 sowohl die TH-2-Zellen als auch
die B-Zellen in einem aktivierten Zustand halten, was zu einer kontinuierlichen
Produktion von IgE fuhrt. Die TH-2-Zellen sezernieren auf3erdem IL-3 und IL-5.
Diese Zytokine fordern die Proliferation und Aktivierung von eosinophilen Gra-
nulozyten, die in das Gewebe rekrutiert werden. lhre Ansammlung im Gewebe
und nachhaltige Aktivierung sind charakteristisch fir eine chronische, allergi-
sche Entzundung und verantwortlich fur die auftretenden Gewebeschadigun-
gen. Die Ansammlung von eosinophilen Granulozyten und auch neutrophilen
Granulozyten im Gewebe ist gefolgt von einer Infiltration durch CD4+ T-Zellen
und basophile Granulozyten, was zu der typischen Zusammensetzung des al-
lergischen Zellinfiltrats fuhrt [18, 173].

Die Akkumulation von eosinophilen Granulozyten im Gewebe resultiert aus der
selektiven Interaktion zwischen den Adhasionsmolekilen a4p1-Integrin (auch
Very Late Antigen (VLA)-4 genannt) und Vascular-Cell Adhesion Molecule
(VCAM), sowie der Rekrutierung durch die CC-Chemokine Eotaxin (CCL11),
RANTES (CCL5), Macrophage Inflammatory Protein 1a (MIP 1a, CCL3), Mono-
cyte Chemotactic Protein (MCP)-3 (CCL7) und MCP-4 (CCL13). Zudem ist un-
ter dem Einfluss von IL-5, IL-3 und Granulocyte-Macrophage Colony-
Stimulating Factor (GM-CSF) ihr Uberleben verlangert (beziehungsweise ihre
Apoptose verzogert). AulRerdem fuhrt lokales IL-5 dazu, dass sich die im Ge-
webe eintreffenden Vorlaufer von eosinophilen Granulozyten differenzieren [41,
85].

Bei abschlieRender Betrachtung der zellularen Vorgange einer Allergie wird
deutlich wie wichtig die Rolle der informationsleitenden Zytokine ist. Ihre Kon-
zentrationen Bestimmen die Pragung der T-Zellen und bestimmen damit die Art
der Immunantwort. Aus diesem Grund werden die Konzentrationen von SchlUs-

selzytokinen in dieser Arbeit gemessen.
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1.3 Das TH-1/TH-2 Paradigma

Grundlage zur Erklarung der Hygienehypothese ist das als ursachlich gesehene
TH-1/TH-2-Paradigma. Es betrachtet IFN-y produzierende TH-1-Zellen als Ge-
genspieler der TH-2-Zellen. Da TH-2-Zellen in der Pathophysiologie von allergi-
schen Reaktionen wie dem allergischen Asthma bronchiale eine zentrale Rolle
spielen, wird entsprechend dem TH-1/TH-2-Paradigma TH-1-Zellen ein protek-
tiver Effekt bei allergischen Reaktionen zugeordnet. Es besteht die Hypothese,
dass die Inhibition einer allergischen Reaktion auf inhalative Antigene durch
eine frihzeitige Differenzierung der Immunantwort in Richtung einer TH-1-
Immunantwort erreicht wird. Dazu gibt es verschiedene Beobachtungen.
Beispielsweise senkt eine Infektion mit Mycobakterium Bovis die allergenindu-
zierte pulmonale Eosinophilie und bronchiale Hyperreagibilitdt durch die Hem-
mung von IL-4 und IL-5 [69]. Das heil3t, dass mikrobielle DNA wie bereits im
oberen Abschnitt erwahnt zu einer Auspragung der TH-1 Immunitat fuhrt.
AuBerdem wird die allergieprotektive Rolle der TH-1 Immunitat durch Studien
zu TH-1 dominierten Autoimmunerkrankungen demonstriert. Dabei zeigt sich
das Patienten mit Rheumatoider Arthritis [4] oder Kinder mit Typ 1 Diabetes [76]
ein deutlich niedrigeres Risiko haben atopischen Erkrankungen zu entwickeln.
Analog dazu haben Kinder die frihzeitig atopische Symptome zeigen spater
geringere Tendenzen einen Typ 1 Diabetes (autoimmune Genese) zu entwi-
ckeln [42].

Dass das TH-1/TH-2 Paradigma sehr viel komplexer ist als zunachst ange-
nommen zeigen jedoch auch diese Befunde: So konnte in einem Mausmodell
fur allergisches Asthma, der Transfer von allergenspezifischen TH-1-Zellen die
durch TH-2-Zellen induzierte bronchiale Hyperreagibilitat und pulmonale Ent-
zundung nicht hemmen [65]. Auferdem kann eine hohe TH-1-
Cytokinexpression in der Lunge eine Verstarkung der allergischen Entziindung
hervorrufen [130].

Trotzdem kann fir die menschliche Entwicklung folgendes Modell angenommen
werden: Wahrend der Schwangerschaft komm es zunachst zu einer Verschie-
bung der T-Helferzellpopulation der Mutter mit vermehrter Produktion der TH-2-

Zytokine und verminderter Produktion der TH-1-Zytokine. Diese Verschiebung
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des Zytokinmusters ist wahrscheinlich flr eine erfolgreiche Schwangerschaft
essentiell, da TH-1-Zytokine wie IL-2 und IFN-y die Schwangerschaft gefahrden
[98, 163]. Das heil’t, bei Neugeborenen ist die Zytokinproduktionskapazitat zu-
nachst durch ein TH-2-Zytokinmuster charakterisiert [123, 124]. Das TH-2-
Zytokinmuster der Neugeborenen bildet sich bei Nicht-Atopikern innerhalb der
ersten 2 Lebensjahre zurlck [124, 170]. Neugeborene, die spater eine atopi-
sche Erkrankung entwickeln, zeigen eine verminderte Expression des Zytokins
IFN-y, welches die Differenzierung vom TH-0 Zellen zu TH-1-Zellen fordert. Bei
ihnen persistiert das TH-2-Zytokinmuster.

Um mogliche Anderungen in den Zytokinprofilen friihzeitig feststellen zu kén-
nen, und daraus Ruckschlusse auf die Entwicklung von allergischen Krankhei-
ten zu ziehen, werden in dieser Arbeit TH-1 und TH-2 spezifische Zytokine im
Nabelschnurblut Neugeborener gemessen, um einen Grundstein fur die Weiter-

beobachtung der Kohorten Uber die folgenden sechs Jahre zu legen.
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1.4 Zytokine

Zytokine sind kleine Proteine (etwa 25 kDa) die von verschiedenen Zellen se-
zerniert werden, meistens als Reaktion auf einen Stimulus. Sie bewirken Zell-
antworten durch die Bindung an hochspezifische Rezeptoren. Ihre Wirkung ent-
falten sie autokrin, indem sie ihre sezernierende Zelle beeinflussen, parakrin,
indem sie das direkte Umfeld beeinflussen, und endokrin, indem sie weit ent-
fernt liegende Zellen erreichen, was jedoch von ihrer Moglichkeit in den Blut-

strom zu gelangen und ihrer Halbwertszeit im Blut abhangt [110].

In dieser Arbeit werden die Konzentrationen von funf verschiedenen Zytokinen
in stimuliertem Nabelschnurblut gemessen, die im Folgenden einzeln erlautert

werden.

1.4.1 Interferony

Interferon-y (IFN-y), ist ein homodimeres Glykoprotein bestehend aus 143 Ami-
nosduren, welches hauptsachlich von aktivierten CD4", CD8" T-Zellen und Na-
turlichen Killerzellen (NK-Zellen) produziert wird und deshalb als besonders
wichtiges Zytokin des angeborenen und erworbenen Immunsystems gilt. Zu den
vorrangigen Eigenschaften von IFN-y gehort die Aktivierung von Makrophagen,
und dabei insbesondere die Induktion der Enzymsynthese zur Abtétung phago-
zytierter Mikroben.

Daruber hinaus fihrt IFN-y zu einer gesteigerten Expression von MHC-I-
Molekuhlen auf den meisten Zellen sowie von MHC-II-Molekuhlen auf Antigen-
prasentierenden Zellen. AulRerdem beschleunigt es die intrazellulare Antigen-
prozessierung.

Eine weitere grundlegende Eigenschaft, ist die Férderung der Differenzierung
von T-und B-Lymphozyten. Dabei stimuliert IFN-y naive T-Zellen zur Differen-
zierung in Richtung TH-1-Zelle und hemmt die Differenzierung von TH-2-Zellen.

Gleichzeitig kommt es zur Forderung eines Isotypenwechsels der B-Zellen zu
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den Immunglobulinunterklassen IgG2a und IgG3 und zur parallelen Hemmung
des Isotypenwechsels von IgG1 zu IgE. Damit wirkt es chronisch allergischen

Erkrankungen entgegen [110, 129, 149].

1.4.2 Interleukin 5

Interleukin 5 (IL-5) ist ein Homodimer der aus 115 Aminosauren besteht und
hauptsachlich von aktivierten TH-2 Zellen und aktivierten Mastzellen ausge-
schittet wird. Seine Aufgabe besteht in der Induzierung des Wachstums eosi-
nophiler Zellen und deren Differenzierung, um eine effektive Parasitenneutrali-
sation zu gewabhrleisten [27, 174].

Daruber hinaus wirkt IL-5 synergistisch mit IL-4 und IL-10, und foérdert damit die
TH-2-vermittelte allergische Reaktion durch Aktivierung eosinophiler Zellen im
Gewebe. Auch basophile Zellen werden durch II-5 aktiviert und somit die Bil-
dung von Histamin gefordert, welches eine bedeutende Rolle fur die lokale Ge-
websreaktion bei allergischen Reaktionen spielt [12, 71, 87].

Bestarkt werden diese Beobachtungen durch II-5 Knockoutmause, die trotz
Sensibilisierung gegen Antigene bei deren Applikation keine Eosinophilie zeig-

ten [54, 89]. Dieses Zytokin ist damit ein Vertreter der TH-2-Immunantwort.

1.4.3 Interleukin 10

Interleukin 10 (IL-10) ist ein Monomer aus 160 Aminosauren. Zunachst wurde
es als Faktor identifiziert, der vorwiegend von TH-2-Zellen produziert wird und
die Zytokinproduktion von TH-1-Zellen hemmt [50].

Darlber hinaus hat man festgestellt, dass es auch von wenigen TH-1-Zellen
[40], regulatorischen T-Zellen, aktivierten Makrophagen, einigen aktivierten B-
Zellen und von nicht-lymphatischen Zellen z.B.: Keratinozyten hergestellt wird
[145].

Bei Lymphozyten fuhrt IL-10 zur Hemmung der TH-1 Immunantwort, indem es
die Proliferation, Aktivierung und Zytokinsynthese von TH-1 und natirlichen
Killerzellen unterdruckt [96]. Allerdings kann IL-10 auch die Zytokinproduktion
von TH-2-Lymphozyten hemmen [40].

17



Einleitung

Dabei fuhrt es zur Hemmung der Mastzellen [6, 137] und eosinophilen Granulo-
zyten und deren Zytokinproduktion [148]. Des Weiteren findet eine Hemmung
der antigenprasentierenden Zellen statt, die sich vor allem auf die Reifung der
Zellen [22], die Expression von MHC Klasse Il Rezeptor und deren ko-
stimulatorische Faktoren [38, 51, 107] und die Hemmung der TH-2-
Zellaktivierung [62] auswirkt.

Da sowohl proinflammatorische Zytokine des TH-1 wie auch des TH-2 Typs die
IL-10 Freisetzung erhdéhen [35, 80], stellt die Ausschittung von IL-10 einen Fak-
tor dar, der eine anhaltende und Uberschieldende Entzindung verhindern kann.

In einem Mausmodell einer asthmaahnlichen Immunreaktion bilden IL-10
Knockoutmause mehr IFN-y und IL-12, aber weniger IL-5 als die Wildtyp-Mause
und entwickeln eine geringere Entzindung in den Atemwegen [171]. In einem
anderen Modellversuch wurde dagegen eine erhdhte Produktion von IL-4, IL-5
und IFN-y und eine erhohte Sterblichkeit bei den IL-10 Knockout-Mausen beo-
bachtet [62]. Die Bedeutung von IL-10 bei atopischen Erkrankungen des Men-
schen ist bislang nicht ausreichend geklart. Verschiedene Arbeitsgruppen beo-
bachteten bei atopischer Dermatitis eine normale [144] oder gesteigerte [116]
IL-10 Produktion. Fur das Asthma bronchiale wurden widerspriachliche wohl
auch je nach Schweregrad differierende, teilweise erhdhte [134], unveranderte
[151] und erniedrigte [17] IL-10 Werte beschrieben.

1.4.4 Interleukin 12

Interleukin 12 (IL-12) ist ein Heterodimer der aus zwei kovalent gebundenen
Polypeptidketten besteht, von denen eine 197 Aminosauren (p35) und die an-
dere 306 Aminosauren (p40) lang ist. Die p35-Untereinheit wird von vielen ver-
schiedenen Zelltypen, z. B. T- und B-Lymphozyten, von NK-Zellen, Monozyten
und dendritischen Zellen produziert. Die p40-Kette wird hauptsachlich durch
aktivierte Monozyten und B-Zellen gebildet, so dass diese die wichtigste Quelle
des kompletten Zytokins darstellen.

Die Hauptwirkung von IL-12 bezieht sich auf die Stimulation von NK-Zellen und

ist damit ein wichtiger Regulator der zellvermittelten Immunantwort. Dazu indu-
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ziert er synergistisch die Transkription von IFN-y und IL-2 und verstarkt die zyto-
toxische Aktivitat von NK-Zellen. Zusammen mit IFN-y stimuliert er die Differen-
zierung von naiven CD4"T-Zellen zum TH-1-Subset.

Letztlich stimuliert IL-12 die Differenzierung der CD8" T-Zellen in reife und
funktionell aktive zytotoxische T-Lymphozyten [110].

Diese Interleukin begunstigt somit die TH-1-Immunantwort.

1.45 Tumornekrosefaktor-a

Der Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a) ist ein Trimer mit je 157 Aminos&uren. Er
ist ein bedeutender Faktor der Wirtsabwehr gegen gramnegative Bakterien [64].
Die aktive Komponente der gramnegativen Bakterien sind die Lipopolysaccha-
ride (LPS), die aus der bakteriellen Zellwand stammen.

TNF-o. wurde urspringlich als Mediator entdeckt, der zur Tumornekrose flhrt,
und der im Serum von Tieren, die mir LPS behandelt wurden, anzutreffen ist
[66]. Bei niedrigen Konzentrationen stimuliert LPS die Funktion der mononukle-
aren Phagozyten und wirkt (nur bei der Maus) als polyklonaler Aktivator der B-
Zellen. Beides Antworten, die zur Elimination eindringender Bakterien fihren.
Hohe Konzentrationen von LPS fuhren zur Gewebsschadigung, zu einer brei-
ten, intravaskularen Koagulation und zum Schock, der oft im Tod endet. Man
weil, dass TNF-a einer der hauptsachlichsten Mediatoren dieser Wirkung ist
[67, 70, 162].

Die wichtigsten Produzenten von TNF-a sind die LPS-aktivierten mononuklea-
ren Phagozyten, obwohl auch antigenstimulierte T-Zellen, aktivierte NK-Zellen
und aktivierte Mastzellen dieses Protein sezernieren kdnnen. IFN-y erhdht die
TNF-a Synthese von LPS-stimulierten mononuklearen Phagozyten.

Dies bedeutet dass TNF-o sowohl ein Mediator der naturlichen als auch der
erworbenen Immunitat ist und eine wichtige Verbindung zwischen der Immun-
antwort und der akuten Entziindung darstellt. Bei der vom mononuklearen Pha-
gozyten sezernierten TNF-a Form handelt es sich um ein 51 kD schweres Ho-
motrimer. Durch seine pyramidale Form kann es gleichzeitig an mehreren Re-

zeptoren binden [110]
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Man findet TNF-Rezeptoren auf fast allen Zelltypen, die bis heute untersucht
wurden. Die biologische Wirkung von TNF-a und LPS kann man am besten als

Funktion ihrer Konzentration verstehen.
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1.5 Hypothese

Diese Arbeit hat zum Ziel mégliche Zusammenhange zwischen der mutterlichen
Exposition im bauerlichen Umfeld wahrend der Schwangerschaft und Zyto-
kinproduktionskapazitaten im Nabelschnurblut Neugeborener zu untersuchen,
welche als Hinweise auf die Entwicklung von allergischen Erkrankungen zu
spaterer Lebenszeit dienen sollen.

Es wird vermutet, dass eine vermehrte Exposition der Mutter gegenuber dem
bauernhofspezifischen Umfeld eine verminderte Allergieanfalligkeit, und damit
verbunden ein spezifisches Zytokinmuster im Nabelschnurblut des Nachwuch-
ses fordert.

Zur Prufung dieser These wird eine Kohorte Neugeborener aus dem bauerli-
chen sowie eine Kohorte Neugeborener aus dem nichtbauerlichen Umfeld be-
zuglich der Zytokinproduktionskapazitat von Nabelschnurblutzellen betrachtet
und miteinander verglichen.

In einer Untergruppenanalyse soll am Beispiel der finnischen Kohorte Uberprift
werden, ob landerspezifische Effekte, die z.B. auf dem Vorhandensein von lan-
destypischen bauerlichen Expositionen oder besonderen Umweltfaktoren, zu
veranderten Effekten im Vergleich zur Gesamtpopulation fuhren.

Die Ergebnisse sollen zur Prufung bisheriger Arbeiten auf diesem Feld dienen
und zusatzliche Erkenntnisse sammeln, welche zu einer verbesserten Praventi-
on von allergischen Erkrankungen beitragen sollen.

Aus der oben formulierten Hypothese lassen sich die folgenden Forschungsfra-

gen ableiten:
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1.6 Fragestellungen

Lassen sich signifikante Unterschiede im Muster, der Zytokine IL-5, IL-
10, IL-12, TNF-a und IFN-y im induzierten Nabelschnurblut neugebore-
ner Kinder aus dem bauerlichen bzw. nichtbauerlichen Umfeld nachwei-

sen?

Sind Zusammenhange zwischen der mutterlichen Exposition wahrend
der Schwangerschaft gegenuber bauernhoftypischen Situationen und
den induzierten Zytokinkonzentrationen im Nabelschnurblut nachweis-

bar?

Sind, im Bezug auf einzelne Variablen, Unterschiede zwischen der Ge-

samtpopulation und der finnischen Studienpopulation nachweisbar?

Lassen sich Faktoren identifizieren, die diese Zusammenhange und Un-

terschiede begrunden?
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2. Material und Methoden

2.1 Materialtibersicht (siehe Punkt 7)

2.2 Studiendesign

Die PASTURE Studie ist als eine Geburtskohortenstudie angelegt. Die Teil-
nehmer wurden in landlichen Gebieten von insgesamt finf europaischen Lan-
dern rekrutiert. Dazu zahlten Deutschland (insbesondere Oberbayern), die Ostli-
che Schweiz, Osterreich (insbesondere die Gegend um Salzburg), Zentralfinn-
land (insbesondere die Gegend um Kuopio) und Frankreich (insbesondere die
Gegend um Besancon).

Zu Beginn wurden in diesen funf Gebieten gesunde schwangere Frauen im drit-
ten Trimenon aus dem bauerlichen und dem nichtbauerlichen Umfeld im Zeit-
raum von August 2002 und Marz 2005 fur die Studie gewonnen. Dazu wurden
Krankenhauser kontaktiert, Krankenversicherungen befragt, Schwangerschafts-
vorbereitungskurse besucht und Werbung im lokalen Rundfunk geschaltet. Das
bauerliche Umfeld wurde durch Ein- und Ausschlusskriterien klar definiert. Dazu
gehorten die Fitterung von Tieren, das ,Ausmisten” von Stallungen, das Mel-
ken von Kuhen oder das Einsammeln von Eiern in Huhnerstallen. Aber auch
der Abstand zur nachsten groReren Stadt (Uber 30.000 Einwohner) oder die
industriellen Anlagen in den Wohnorten wurden in die Auswahl miteinbezogen.
Insgesamt wurden 1133 Familien in die Studie aufgenommen (Deutschland:
254, Schweiz: 242, Osterreich: 220, Finnland: 214, Frankreich: 203). Sie wur-
den anhand Fragebdgen, welche auf der ISAAC (International Study of Asthma
and Allergies in Childhood) Studie, der ALEX (Allergy and Endotoxin) Studie
und der PARSIVAL (Prevention of Allergy — Risk factors for Sensitation in
children related to farming and anthroposophic lifestyle) Studie, basierten, kon-
tinuierlich zur Lebensweise |hrer Kinder befragt. Dies geschah anhand von In-
terviews die bei zwei Hausbesuchen (wahrend der Schwangerschaft und zwei
Monate nach der Geburt) erhoben wurden, und anhand wdchentlicher Berichte,
in denen unter anderem der Gesundheitszustand, die Ernahrung der Kinder und

die Aufenthaltsdauer im Stall erfasst wurden. Die Interviews umfassten allergi-
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sche Vorerkrankungen der Eltern, und verschiedene bauernspezifische Exposi-
tionen, wie den Kontakt zu Nutztieren, die verbrachte Zeit in Heuschobern und
Stallen und den Konsum von Rohmilch. Daruber hinaus wurden mehrere Stor-
groRen wie das Rauchen der Eltern wahrend der Schwangerschaft oder die
FamiliengrofRe berlcksichtigt.

Die Nabelschnurproben wurden direkt nach der Geburt von eingewiesenen He-
bammen gewonnen und bei 4°C innerhalb von 27 Stunden in das nahe gelege-
ne Studienzentrum gebracht. Die teilnehmenden Eltern wurden uber die weitere
Verwendung der Nabelschnurproben informiert und aufgeklart. AuRerdem wur-
den, nach einem standardisierten Protokoll, Staubproben von den miutterlichen
Matratzen genommen.

Die gesamte Studie wurde in jedem Land von der zustandigen Ethikkommission

genehmigt, und die Eltern Uber alle Vorgehensweisen aufgeklart.

2.3 Proben

Aus den funf Zentren wurden insgesamt 749 Nabelschnurblutproben gewon-
nen. Das entsprach nur etwa 69% der Gesamtpopulation war darin begrindet,
dass Hebamen zum Teil die Enthahme des Nabelschnurblutes vergalien. In
anderen Fallen gab es Transportprobleme oder die Blutproben erreichten ihr
Ziel in einem bereits koagulierten Zustand oder waren hamolysiert.

Von den einwandfreien Blutproben stammten 147 Proben aus Deutschland, 178
aus der Schweiz, 105 aus Osterreich, 195 aus Finnland und 124 aus Frank-
reich. 18 Proben wurden aufgrund Uberschreitung der vorgeschriebenen
Transportzeit (27h) von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Weitere 41 Pro-
ben mussten wegen erfolgloser Blutbildauswertung und Leukozytenstandardi-
sierung ausgeschlossen werden. Zudem mussten die franzdsischen Proben
wegen einer Uberdurchschnittlich hohen Zahl an Nullwerten aus der Statistik
genommen werden. Ebenfalls wurden die Messungen fur IL-12 aufgrund einer

hohen Anzahl von Nullwerten nicht in die statistische Analyse eingeschlossen.
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2.3.1 Probenverarbeitung

Aus den an den studienteilnehmenden Instituten gewonnenen Blutproben, wur-
den vor Ort jeweils 8 Kulturen angelegt. Dabei wurde das heparinisierte Blut im
Verhaltnis 1:8 mit RPMI Zellkulturmedium mit Antibiotika, Anitmykotika (beides
von Gibco, Karlsruhe) und 10% FCS-LAsung (PAA, Colbe) versetzt.

Mit einem Milliliter gel6sten Blutzellen pro Proband wurde je eine Stimulation
mit Medium, PMA (5ng/ml) und lonomycin (1 pug/ml; beides von Sigma, Deisen-
hofen), LPS (0,1 ug/ml; freundlicherweise von den Herren Prof. Holst und Prof.
Brade, Borstel bereitgestellt) und SEB (0,1 pg/ml; Sigma, Deisenhofen) durch-
gefihrt und diese 24 Stunden bzw. 48 Stunden bei 5% CO; bei 37°C inkubiert.
Im Anschluss wurden die Proben zentrifugiert und die gewonnen Ubersténde
bei -80° Celsius tiefgefroren.

Zur Messung der Zytokinkonzentration wurden die Kulturiberstdnde an das
Biomedizinische Forschungszentrum des Instituts fir Klinische Chemie und Mo-

lekularer Diagnostik der Philipps-Universitat Marburg weitergeleitet.

PMA/lonomycin

lonomycin

T-Zele ——»

Zytokine

Abbildung 3: Schaubild Stimulation einer Nabelschnurblutzelle mit PMA/ lonomycin(frei nach
[110))
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LPS LPS

MAL/ T MyD88

TIRAP ?
~a e
IRAK2 NF¢B

Zytokine

Abbildung 4: Schaubild Stimulation einer Nabelschnurblutzelle mit LPS (frei nach [110])

Um die Mdglichkeit eventueller Nachmessungen zu haben, wurden die in den
studienteilnehmenden Instituten gewonnen Kulturiberstande, in zwei Portionen

zu je 300ul aliquotiert.

2.3.2 Einfrieren und Auftauen der Kulturiiberstande

Da es beim Einfrieren und Auftauen von Kulturtiberstanden in Abhangigkeit von
der Verarbeitungsdauer erfahrungsgemal® zu einem Verlust an Zytokinen
kommt, wurde hierbei auf zligiges Arbeiten geachtet. Alle Schritte erfolgten auf
Eis in einer Styropor- Kiste.

Von den isolierten CBMC-Uberstanden wurden jeweils zwei Aliquots zu je 300yl
unverdunnt bei -70°C in beschrifteten Sortierkartons eingefroren.

Das Auftauen der Seren erfolgte bei 4°C im Klhlschrank Gber Nacht (13h).
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2.3.3 Probenanalyse mittels Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay-—
Methode (ELISA)

Die Messungen der Zytokinkonzentrationen in den Kulturiberstanden wurden
mit kommerziell erhaltlichen ELISA OptEIA™-Kits fur humanes IL-5 (Indikator
fur TH-2 Immunitat), IL-10 (Indikator fur T-regulatorische Aktivitat), IL-12 (Forde-
rung der TH-1 Effektorzellentwicklung), IFN-y (Indikator fGr TH-1 Immunitat) und
TNF-a (unspezifischer Entzindungsmarker) nach Anleitung des Herstellers (BD
Biosciences, San Diego, Kalifornien USA) durchgeflhrt.

Zur Vorbeschichtung der 384-Well-Mikrotiterplatten (Nunc GmbH Deutschland,
Wiesbaden) wurden 50 ul des im jeweiligen Kit enthaltenen zytokinspezifischen
Fangantikorpers (Capture-Antibody) pro Kavitat eingesetzt. Nachfolgend muss-
ten die Platten fur 15 Stunden bei 4°C im Kuhlschrank inkubiert werden.

Dann wurden die Kavitaten der Platte dreimalig mit Waschpuffer (PBS (Dulbec-
co’s Phosphate Buffered Saline, PAA Laboratories GmbH, Pasching, Oster-
reich) + 0,1% Tween 20 (Sigma Biochemica, Deisenhofen)) ausgespult und im
Anschluss auf saugfahigem Mehrzweckpapier ausgeschlagen. Dieser Vorgang
war nach jedem der Waschschritte zu wiederholen.

Das Abblocken der Uberschussigen Fangantikorper wurde mit 100 ul PBS +
10% FCS (endotoxinfreies Fetal Calf Serum (FCS) Gold, PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Osterreich) pro Kavitat durchgefiihrt, und eine Stunde bei
Raumtemperatur auf dem Rutteltisch (350 rpm) inkubiert.

Nach dreimaligem Auswaschen der Platten wurde die Verdunnungsreihe des
mitgelieferten Standards sowie die Zellkulturiberstande mit 50 pl / Kavitat auf-
getragen und fur 2 Stunden auf dem Rutteltisch (350 rpm bei Raumtemperatur)
inkubiert. Zur Bestimmung der Standardkurve wurde die Standardreihe zwei-
fach auf die Platte aufgetragen und der Mittelwert beider zur Konzentrationsbe-
stimmung herangezogen. Als Ausgangsstandards wurden fur die Zytokine IL-5,
IL-10 und IL-12 500 pg/ml, fur IFN-y und TNF-a 1000 pg/ml vom Hersteller fest-
gelegt. Diese wurde in einer Verdunnungsreihe mit PBS + 10% FCS sechsfach
im Verhaltnis 1:2 verdunnt. Zwei Kavitaten wurden als Bezugsleerwert (Blank)
nur mit PBS + 10% FCS beschickt. Zur Bestimmung der IL-5 und IL-12-

Konzentrationen wurden die Zellkulturiberstande nicht verdinnt. Fur die Kon-
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zentrationsbestimmung der Zytokine IL-10, IFN-y und TNF-o wurden die Kultur-
Uberstande 1:10 und 1:50 verdinnt gemessen

Das im Kulturiberstand enthaltene Zytokin bindet wahrend der Inkubation pro-
portional zu seiner Konzentration an den Fangantikdrper. Durch anschliel3en-
des dreimaliges Waschen wurden unspezifisch gebundene Stoffe entfernt.

Ein biotinylierter Zweitantikdrper (Detection-Antibody) wurde mit dem Enzymre-
agenz (Avidin-horseradish peroxidase conjugate) in PBS+ 10% FCS vermischt
und die Platten mit 50 ul/ Kavitat beschickt.

Es folgte eine einstindige Inkubation auf dem Rutteltisch (350 rpm bei Raum-
temperatur). Danach wurde erneut durch einen Waschvorgang die Entfernung
der ungebundenen Reste garantiert.

Im letzten Schritt wurde in alle Kavitaten, einschlie3lich des Blank, fur 20 Minu-
ten 200 ul POD Substrat (BM Blue, Roche Diagnostics Corporation, Mannheim,
Deutschland) gegeben und der Ansatz im Dunkeln inkubiert. Das Substrat POD
wird durch die Peroxidase zu einem blauen Farbstoff umgesetzt. Die Farbreak-
tion wurde durch Zugabe von 2 M Schwefelsaure (H,SO4) gestoppt. Die Farbin-
tensitat ist proportional zu der Zytokinkonzentration und wurde in einem ELISA-
Reader bei 450 nm Referenzwellenlange gemessen.

Im Bezug zum Standard und den Leerwerten konnte mit der Software
(Magellan 5) die Zytokinkonzentration gemessen werden.

Da die Stimulation mit LPS und SEB keine signifikanten Unterschiede zwischen
der Bauern- und Nicht-Bauern-Kohorte erbrachte, wurde nur die

PMA/lonomycin Stimulation fur weitere statistische Auswertungen verwendet.
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2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte im Statistischen Institut der Universitat Ulm
durch Gisela Blchele, MPH, Universitat Ulm, Abteilung flr Epidemiologie. Die
einzelnen Zytokinkonzentrationen (nach PMA/lonomycin-Stimulation) wurden
auf die Leukozytenzahl standardisiert. Um eine hinreichende Anndherung der
positiven Werte an Normalverteilung zu erreichen wurde eine Log-
Transformation (base 1, after adding 10) vorgenommen. Um auf Assoziation
zwischen den Zytokinkonzentrationen und den demographischen Variablen,
sowie den typischen Bauernhofexpositionen prifen zu kdnnen, wurde das mul-
tivariate Tobit-Regressions- Modell (Procedure QLIM in SAS®, SAS Institute
Inc., SAS OnlineDoc 9.1.3., 2006) verwendet. Die Anwendung des Tobit Mo-
dells ist sinnvoll fur kontinuierliche Variablen mit vielen unter Abrissgrenze lie-
genden (,left censored”) zensierten Werten und ist ein geeignetes Verfahren
diese Werte bei der Kalkulation adaquat zu berucksichtigen. Im Bezug auf die
vorausgesetzte Einflussnahme auf die Werte unterhalb der Nachweisgrenze,
wendet dieses Modell eine lineare Regression auf eine latent abhangige Variab-
le an, indem die maximale Wahrscheinlichkeit geschatzt wird. Die Auswertung
der demographischen Daten erfolgte fur bivariate Verteilungen mit Hilfe des
Chi-Quadrat-Tests.

FUr multivariate Verteilungen wurde der Wilcoxon-Test verwendet. Die Zytokin-
konzentrationen im Nabelschnurblut wurden durch eine Bivariatanalyse mit ver-
schiedenen Expositionsvariablen (Bauernstatus, Aufenthalt der Mutter im Stall
wahrend der Schwangerschaft, Aufenthalt der Mutter in Heuschobern wahrend
der Schwangerschaft, Kontakt der Mutter zu Stalltieren wahrend der Schwan-
gerschaft und Konsum der Mutter von Rohmilch wahrend der Schwangerschaft)
assoziiert. Signifikante Assoziationen wurden mit Hilfe des Trend-Tests Two-
sided Wilcoxon-Test bestimmt. Die "Geometric Means Ratio (GMR)“ mit einem
Konfidenzintervall von 95% wurde berechnet durch Exponentierung der Koeffi-
zienten und der Grenzen des Konfidenzintervalls. Alle angewendeten Modelle
wurden fur Studienzentrum und Bauernstatus adjustiert und, wenn notwendig,
auch fir Geschlecht, mutterliches Rauchen, elterlicher Ausbildungsgrad, Anzahl

der alteren Geschwister, mutterliches Alter, mutterliche Asthma-, Heuschnup-
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fen- und Neurodermitisanamnese. Die untersuchten Analysen werden als signi-
fikant betrachtet bei einem p-Wert von 0,05 oder kleiner, p-Werte kleiner als
0,0001 zeigen hochsignifikante Assoziationen an. Ab einem p-Wert von 0,1 liegt
eine Borderline-Signifikanz vor. Diese darf nicht als Signifikanz im klassischen
Sinne, sondern als Hinweis auf mdgliche Zusammenhange und Motivation fur
weiterfihrende Studien mit hoheren Fallzahlen gesehen werden.

Die Berechnungen fur das Studienland Finnland wurden als bivariate Analyse
durchgefuhrt. Hier 1asst sich kritisieren, dass die Vergleichbarkeit mit den Daten
der Gesamtpopulation, die mit dem Tobbit Regressionsmodell gerechnet wur-
den, abnimmt. Da die bivariate Analyse allerdings adjustiert durchgefuhrt wurde
ist dieser Einflussfaktor etwas gemindert. Alle statistischen Berechnungen wur-
den durchgefuhrt mit SAS 9.1.3 (SAS Institute Inc, Cary, NC).
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3. Ergebnisse

3.1 Studienpopulation

Insgesamt wurden fur die PASTURE-Studie 1133 Familien rekrutiert. Davon
kamen 220 aus Osterreich 214 aus Finnland, 203 aus Frankreich, 254 aus
Deutschland und 242 aus der Schweiz. Im Verlauf der Schwangerschaft und
Geburt der Kinder schieden mehrere Familien im Rahmen der Ausschlusskrite-
rien aus. Dazu gehorten eine verkurzte Schwangerschaftsdauer, schwere
Chromosomenaberrationen, fehlerhafte oder vergessene Nabelschnurblutge-
winnung, und mangelhafte Beantwortung der Fragebdgen. Die franzdsischen
Familien wurden aus messtechnischen Grinden von der statistischen Auswer-
tung ausgeschlossen.

Dies fuhrte zu einer auswertbaren Population von 625 Familien. Davon wurden
299 Familien (47,8%) der Bauerngruppe und 326 Familien (52,2%) der Kon-
trollgruppe zugeteilt. Die Aufteilung der Familien nach Studienlandern zeigt fol-

gende Tabelle.

Land Kontrollen Bauern Total

N % n % n
Osterreich (A) 57 54,29% 48 45,71% 105
Schweiz (C) 96 53,93% 82 46,07% 178
Deutschland (G) 81 55,10% 66 44,90% 147
Finnland (S) 92 47,18% 103 52,82% 195
Total 326 52,16% 299 47,84% 625

Tabelle 1: Gesamtiubersicht Studienpopulation nach Landern

Die geographische Verteilung der Studienlander wird durch die folgende Abbil-
dung 6 dargestellt.
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Abbildung 5: Gesamtiibersicht Studienpopulation nach Léandern (B :Bauernkohorte,
K: Kontrollkohorte)
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3.2 Pravalenz und Verteilung der Zytokine

Die aussagekraftigsten Messergebnisse lieRen sich nach Stimulation der Na-
belschnurblutproben mit PMA + lonomycin nach 48h Inkubation erzielen. Alle
weiteren Stimulationen wurden aufgrund mangelnder Assoziationen von der
statistischen Auswertung ausgenommen.

Nachfolgende Graphik veranschaulicht den prozentualen Anteil der Proben, in
dem Zytokinkonzentrationen oberhalb der Nachweisgrenze detektiert werden

konnten. Dabei ergaben sich fur alle Studienzentren ahnliche Ergebnisse:

Interleukin 5 Interleukin 10 Interleukin 12 Interferon y Tumor Necrosis Factor a
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Abbildung 6: Pravalenz und Verteilung der Zytokine

Obere Graphik: Verteilung der Zytokinkonzentrationen nach PMA + lonomycin-Stimulation des
Nabelschnurblutes nach 48 Stunden Inkubation; Bauern (schwarzer Balkenabschnitt); Nicht-
Bauern (grauer Balkenabschnitt); Gesamthohe der Balken: Prozentsatz der Proben Uber der
Nachweisgrenze

A: Osterreich; C: Schweiz; G: Deutschland; S: Finnland
Untere Graphik: Boxplots der Messergebnisse
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IL-5 lield sich im Uberwiegenden Teil der Proben nachweisen (55%-90%). Die
Abweichung der Einzelproben vom Medianwert, wie im Boxplot erkenntlich, ist
aulderst gering. Ein signifikanter Unterschied zwischen der Bauern- und der
Nicht-Bauernpopulation ist nicht erkennbar.

Verglichen damit war IL-10 in deutlich weniger Proben nachweisbar (30% (Os-
terreich)-55% (Finnland)) Die Validitat der IL-10-Messung fallt deutlich geringer
aus, wie in der Boxplot-Darstellung an einem vergrofRerten Interquartilsabstand
zu erkennen ist. Die Verteilung zwischen Bauern und Nicht-Bauern ist nahezu
ausgewogen. Lediglich bei den deutschen Proben fallt ein Ubergewicht der
messbaren IL-10-Konzentrationen bei den Nicht-Bauern auf.

IL-12 war nur in einem geringen Anteil der Proben nachweisbar (3% (Oster-
reich)- 5% (Finnland)), wobei die Streuung der Messwerte sehr gering ausfallt.
Der Anteil der detektierbaren Proben ist unter den Studienpopulationen un-
gleich verteilt. Wahrend bei den Osterreichischen Proben die Nicht-
Bauernproben Uberwiegen, liegen bei den finnischen Proben deutlich mehr
Bauernproben uber der Nachweisgrenze. Aufgrund der geringen Anzahl von
Messwerten Uber der Nachweisgrenze wurde das Zytokin IL-12 von der statisti-
schen Auswertung ausgeschlossen.

IFN-y war in einem &uflerst hohen Prozentsatz der Proben nachweisbar (60%
(Schweiz)-98% (Finnland)). Die Messwerte zeigen eine sehr ausgepragte
Streuung um den Median. Die Verteilungen unter den Bauern und den Nicht-
Bauern ist ausgeglichen.

TNF-a konnte in beiden Populationen gleich haufig nachgewiesen werden (60%
(Osterreich)-97% (Finnland)). Die Validitdt der Messungen ist gut, was sich in
der Boxplot-Darstellung erkennen lasst.

Insgesamt zeichnen sich die Messergebnisse studienzentrentbergreifend durch
ahnliche Mediane sowie, mit Ausnahme von |IFN-y, durch eine geringe Streu-

breite aus.
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3.3 Unterschiede zwischen der Bauernkohorte und der Kon-

trollgruppe bei der Zytokinkonzentration

Bei dem Vergleich der beiden Kohorten bezuglich ihrer Unterschiede bei den

Zytokinkonzentrationen fallen folgende Ergebnisse auf. Zunachst zeigt sich,

dass sich, Uber alle Zytokine gesehen, die ,fehlenden Werte“ um die Zehnpro-

zentmarke bewegen. Die Anzahl an Proben unter der Nachweisgrenze waren
besonders bei den Zytokinen IL-10 und 1I-12 erhoht. Beim Zytokin IL-12 haben

die Werte von 86,8% der Proben unter der Nachweisgrenze in der Kontroll-

gruppe und 84,6% in der Bauernkohorte zu einem Ausschluss des Zytokins aus

der statistischen Analyse geflhrt.

Kontrollen Bauern p-Wert

n % n %
IFN-y
fehlende Werte 23 7,1 24 8,0
unter Nachweisgrenze 87 26,7 67 22,4
unter Median 123 37,7 90 30,1
Uber Median 93 28,5 118 39,5 0,012
TNF-a
fehlende Werte 42 12,9 38 12,7
unter Nachweisgrenze 88 27,0 59 19,7
unter Median 99 30,4 102 34,1
Uber Median 97 29,8 100 33,4 0,064
IL-5
fehlende Werte 10 3,1 10 3,3
unter Nachweisgrenze 90 27,6 75 25,1
unter Median 112 34,4 108 36,8
Uber Median 114 35,0 106 34,8 0,700
IL-10
fehlende Werte 29 8,9 33 11,0
unter Nachweisgrenze 163 50,0 157 52,5
unter Median 68 20,9 54 18,4
Uber Median 66 20,3 55 18,1 0,380
IL-12
fehlende Werte 23 71 25 8,4
unter Nachweisgrenze 283 86,8 253 84,6
unter Median 11 3,4 10 3,3
Uber Median 9 2,8 11 3,7 0,530

Tabelle 2: Unterschiede zwischen Bauernkohorte und der Kontrollgruppe bei der Zytokinkonzentration
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Besondere Unterschiede bei den nachweisbaren Zytokinen lie3en sich bei den
Zytokinen IFN-y und TNF-a zeigen. Dabei wiesen beim Zytokin IFN-y die Feten
aus Bauernfamilien signifikant mehr Messwerte Uber Median, als die Feten aus
der Kontrollgruppe auf. Eine ahnliche Tendenz wurde beim Zytokin TNF-a
nachgewiesen die jedoch nur grenzsignifikant war. Alle weiteren Zytokine zeig-
ten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Kohorten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fur die Zytokine IFN-y und TNF-a ein
.Bauernhofeffekt‘, also eine kohortenspezifische Konzentrationserhdhung, ge-
zeigt werden kann. Die nun folgenden Assoziationen der Zytokinkonzentratio-
nen mit einzelnen soziodemographischen Ergebnissen und bauernhofspezifi-
schen Gewohnheiten und Tatigkeiten werden die Bestandteile dieses Effektes

tiefergehend beleuchten.
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3.4 Soziodemographische Ergebnisse der Gesamtpopulation

Die folgende Tabelle zeigt die Auswertung der soziodemographischen Ge-

sichtspunkte beider Studienkohorten.

Gesamtpopulation Kontrollen Bauern p-Wert

Geschlecht von Neugeborenen (ja/nein) 170 (52,15%) 146 (49,3%) 0,3700

Schwangerschaftswoche bei Geburt

(Median, Min-Max) 40 (35-43) 40 (36-43) 0,9600

Geburtsgewicht (Median, Min-Max) 3445 (1990-4850) | 3550 (1900-5100) 0,0002

Mutterliches Alter in Jahren

(Median, Min-Max) 31 (19-44) 31,2 (21-48) 0,0740

Mutterlicher BMI in kg/gm (Median, Min-Max) 22,5 (16-37) 23,6 (18-44) <0,0001

Rauchen der Eltern (ja/nein) 226 (69,3%) 160 (53,5%) <0,0001

Mutterliches Rauchen wahrend der Schwan- o o

gerschaft (ja/nein) 60 (18,4%) 18 (6,0%) <0,0001

Niedrige Bildung der Eltern (ja/nein) 146 (44,7%) 175 (58,5%) 0,0006

Mutter ist erstgebarend (ja/nein) 153 (46,9%) 70 (23,4%) <0,0001

Geburt durch Kaiserschnitt 56 (17,1%) 44 (14,3%) 0,3700

Atopische Vorerkrankung der Mutter (ja/nein) 162 (49,6%) 124 (41,4%) 0,0393

Atopische Vorerkrankung des Vaters (ja/nein) 155 (47,5%) 101 (33,7%) 0,0002

Rohmilchkonsum wahrend der Schwanger-

schaft (ja/nein) 41 (12,5%) 221 (73,9%) <0,0001
falls ja, nicht gekochte Milch (ja/nein) 33 (80,5%) 184 (83,6%) 0,6200
falls ja, nicht entrahmte Milch (ja/nein) 34 (82,9%) 183 (82,8%) 0,9800

Butterkonsum aus bauerlicher Erzeugung

wahrend der Schwangerschaft (mindestens 5 (1,5%) 40 (13,4%) <0,0001

ein mal pro Woche) (ja/nein)

Joghurtkonsum aus bauerlicher Erzeugung

wahrend der Schwangerschaft (mindestens 8 (2,5%) 37 (12,4%) <0,0001

einmal pro Woche) (ja/nein)

Durchschnittszeit die wahrend der Schwan-

gerschaft im Tierstall verbracht wurde in 0 (0-19,4) 11,3 (0-60,7) <0,0001

Stunden (Median, Min-Max)

Durchschnittszeit die wahrend der Schwan-

gerschaft im Heuspeicher verbracht wurde in 0(0-19,4) 1,2 (0-42) <0,0001

Stunden (Median, Min-Max)

Kontakt zu Nutztieren (mindestens einige

Male im Monat)

Kontakt zu Kiihen 64 (19,6%) 266 (88,9%) <0,0001

Kontakt zu Schweinen 14 (4,2%) 63 (21,0%) <0,0001

Kontakt zu Gefllgel 42 (12,8%) 95 (31,7%) <0,0001

Kontakt zu Schafen/Ziegen 26 (7,9%) 63 (21,0%) <0,0001
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Tabelle 3: Soziodemographische Faktoren und bauernhoftypische Verhaltensweise der Stu-
dienteilnehmer

Diese Tabelle ist eine Auswahl aus den 158 Punkten der ausgegeben Fragebo-
gen, die einen besonders aussagefahigen Vergleich der beiden Populationen
modglich machen. Die Teilnehmer beider Kohorten zeigen keine signifikanten
Unterschiede bezlglich der Geschlechterverteilung. Wahrend fur das Gestati-
onsalter (in abgeschlossenen Schwangerschaftswochen) der Neugeborenen
kein signifikanter Zusammenhang zur Kohortenzugehorigkeit festzustellen ist
(bedingt auch durch die Ausschlusskriterien), liegt das durchschnittliche Ge-
burtsgewicht der Neugeborenen der Bauernkohorte hochsignifikant Uber dem
der Kinder der Kontrollgruppe.

Die Mutter beider Kohorten unterscheiden sich nicht hinsichtlich ihres Alters,
jedoch bezuglich ihres BMIs: Der durchschnittiche BMI der Bauernmutter liegt
uber dem der Kontrollgruppe (p<0,0001). Bei den Muttern der Bauernkohorte
handelt es sich auRerdem weniger haufig um Erstgebarende als bei den Mut-
tern der Kontrollgruppe.

Die Bauerkohorte zeichnet sich Uberdies durch einen hochsignifikant niedrige-
ren Bildungsgrad der Eltern aus.

Elterliches Rauchen, sowie Rauchen der Mutter wahrend der Schwangerschaft
wird weniger haufig in den Bauernfamilien beobachtet (p<0,0001).
Studienteilnehmer der Bauernpopulation weisen seltener eine positive elterliche
Asthmaanamnese auf, vor allem bezuglich der vaterlichen Anamnese ergeben
sich dabei hochsignifikante Unterschiede.

Mutter der Bauernkohorte nahmen wahrend der Schwangerschaft deutlich hau-
figer Rohmilch zu sich als Schwangere der Kontrollgruppe (73,9% vs. 12,5%;
p<0,0001). Diese Milch wurde in beiden Gruppen vor allem in ungekochter und
nicht entrahmter Form konsumiert.

Neben der rohen Kuhmilch wird innerhalb der Bauernfamilien auch vermehrt
daraus hergestellte Butter sowie Jogurt konsumiert (p<0,0001).

Schwangere Mutter der Bauernkohorte verbrachten durchschnittlich mehr Zeit
in Tierstallen und Heuschobern als Schwangere der Kontrollgruppe (p<0,0001),
und hatten hochsignifikant haufiger Kontakt zu Vieh (Kuhe, Schweine, Geflugel,
Schafe und Ziegen).
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Der Vergleich zeigt, dass Basisdaten wie kindliches Geschlecht, mutterliches
Alter und Schwangerschaftswochen in beiden Kohorten gleich verteilt sind und
somit einen Vergleich der beiden Kohorten moglich machen. In vielen weiteren
Bereichen differieren die beiden Kohorten voneinander was bereits Hinweise fur

einen ,Bauernhofeffekt” bergen kdnnte.
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3.5 Soziodemographische Ergebnisse im Studienland Finnland

und Vergleich mit der Gesamtpopulation

Die Gesamtheit der Studienpopulation verteilt sich auf vier teiinehmende Lan-
der. Diese sind Osterreich, Schweiz, Deutschland und Finnland. Jedes Land ist
in eine Kontrollgruppe und die zu untersuchende Bauerngruppe unterteilt.

Im Folgenden wird sich der Fokus auf das Studienland Finnland richten. Wie
sich der oben stehenden Tabelle (Tab. 1) entnehmen lasst, besteht die zur sta-
tistischen Rechnung zugelassene Studienpopulation in Finnland aus 195 Teil-
nehmern, wovon 92 Personen zur Kontrollgruppe und 103 Personen zur ,Bau-
erngruppe” gehoéren. Die Soziodemographischen Daten dieser Population zeigt

die folgende Tabelle.

Finnland Kontrollen Bauern p-Wert

n=92 (47,18%) |n=103 (52,82%)

n % n %

Geschlecht von Neugeborenen ja/nein 45 48,9 47 45,6 0,5873
Rauchen der Eltern ja/nein 77 83,7 77 74,7 0,1262
Mutterliches Rauchen wahrend der S. ja/nein 19 20,6 11 10,6 0,0541
Hohe Bildung 58 63,0 73 70,8 0,2453
Niedrige Bildung 34 36,9 30 29,1 0,8052
Einzelkindhaushalte 21 22,8 22 21,3
Mehrkinderhaushalte 71 77,1 81 78,6
Matterliche atopische Vorerkrankungen ja/nein 55 59,7 56 54,3 0,4464
Véaterliche atopische Vorerkrankungen ja/nein 47 51,0 51 49,5 0,6392
Rohmilchkonsum wahrend S. ja/nein 5 5,4 56 54,3 <0,0001
Kontakt zu Farmtieren wahren der S. ja/nein
Katzen 15 16,3 78 75,7 <0,0001
Hunde 41 445 60 58,2 0,0471
Kihe 5 54 89 86,4 <0,0001
Schafe 2 21 6 5,8 0,1994
Schweine 0 0 5 4,8 0,0323
Gefliigel 2 2,1 8 7,7 0,0771
Geburt durch Kaiserschnitt 11 11,9 14 13,5 0,7574

Tabelle 4: Soziodemographische Faktoren und bauernhoftypische Verhaltensweise der Stu-

dienteilnehmer

Die Verteilung des Geschlechtes ist, wie in der Gesamtpopulation, in beiden
Gruppen ausgewogen. Ebenfalls ist der Anteil der rauchenden Eltern in beiden

Gruppen ahnlich hoch und lasst mit Werten zwischen 75% und 84% auf eine
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sehr hohe Raucherquote schlielen. Grundsatzlich hat Finnland im europai-
schen Vergleich mit durchschnittlich 25% [84] eine relativ geringe Raucherquo-
te. Die Studienpopulation hebt sich damit von der finnischen Gesamtbevolke-
rung deutlich ab. Hier zeigt sich auch der erste Unterschied zur Gesamtstu-
dienpopulation, welche ein signifikantes Ubergewicht der Raucher in der Kon-
trollgruppe aufweist. Gleichzeitig sind die Prozentsatze in der Gesamtpopulation
deutlich niedriger.

Die hohen Werte der finnischen Population sinken bei Befragung der schwan-
geren Mutter auf 21% in der Kontrollgruppe und auf 11% in der Bauerngruppe.
Dieser Unterschied ist mit einem p-Wert von 0,054 quasi signifikant, und weif3t
auf eine hohere Belastung des Nachwuchses der Kontrollgruppe hin. Ein ahnli-
ches Bild zeigt sich in der Gesamtpopulation. Hier ist die erhdhte Tabakrauch-
belastung in der Kontrollgruppe noch deutlicher (p: <0,0001)

Das Bildungsniveau der teiinehmenden Familien war in beiden Gruppen ahnlich
verteilt. Der Anteil an hoher gebildeten Familien Uberwog in beiden Populatio-
nen. Genauso verhielt sich die Anzahl der Kinder im Haushalt. In der Kontroll-
gruppe Uberwog, wie in der Bauerngruppe der Anteil an Mehrkinderhaushalten.
In diesen Punkten weillt die Gesamtpopulation deutliche Unterschiede auf. Das
Bildungsniveau ist in der Bauerngruppe der Gesamtpopulation signifikant nied-
riger. Die Anzahl der Mehrkinderhaushalte hingegen ist in der Kontrollgruppe
deutlich niedriger.

Mehr als die Halfte aller Mitter in beiden finnischen Gruppen hat bereits unter
einer Krankheit des atopischen Formenkreises gelitten, wahrend die vaterliche
Seite in beiden Gruppen nur etwa zur Halfte atopisch vorbelastet war.

In der Gesamtpopulation konnte hingegen signifikant gezeigt werden, dass eine
Mehrheit von Muttern und Vatern der Kontrollgruppe eine atopische Anamnese
aufwies.

Die beiden finnischen Kohorten unterscheiden sich besonders in dem Punkt
»,Rohmilchkonsum wahrend der Schwangerschaft‘. In der Kontrollgruppe kon-
sumierten nur 5,47 % der Muatter Rohmilch wahrend der Schwangerschaft. In
der Bauerngruppe hingegen konsumierten mehr als die Halfte (54,3%) der Mat-
ter Rohmilch wahrend der Schwangerschaft. Dieser Unterschied ist signifikant

und zeigt sich auch in gleicher Deutlichkeit in der Gesamtpopulation.
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Der Kontakt zu samtlichen bauernhoftypischen Tieren, wie Katzen, Hunde, Ku-
he, Schafe, Schweine und Gefligel, wahrend der Schwangerschaft war bei
Frauen aus der Bauerngruppe, erwartungsgemalf, signifikant erhdht. Das glei-
che Bild bot sich in der Gesamtpopulation hochsignifikant.

Bei der Art der Geburt Uberwog bei beiden Gruppen deutlich die natlrliche Ge-
burtsform im Gegensatz zum Kaiserschnitt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die Kohorten auf finnischer Ebe-
ne ahnlicher sind als in der Gesamtpopulation, was eine statistische Beschrei-
bung eines bauernhofspezifischen Effektes schwerer gestalten dirfte. Als be-
sondere Unterschiede stellten sich das mutterliche Rauchen, der Rohmilchkon-
sum und Tierkontakt heraus. Daruber hinaus fielen die hohen Raucherquoten

und die hohen Werte flir matterliche Atopie bei der Bauerngruppe auf.
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3.6 Assoziation von soziodemographischen Einflussgrof3en

und Zytokinkonzentrationen in der Gesamtpopulation

Die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen bestimmten demographi-
schen Faktoren und den im Nabelschnurblut gemessenen Konzentrationen der
Zytokine IL-5, IL-10, IFN-y und TNF-a erfolgte nach Adjustierung nach Studien-
zentrum, Bauerstatus und wenn notwendig nach Geschlecht, mutterlichem
Rauchen, Anzahl der Geschwister, mutterlichem Alter bei Geburt des Kindes
sowie mutterlicher Asthma- und Graserallergieanamnese. (siehe Tab 5,6,7,8)

Mannliche Neugeborene beider Kohorten zeigten signifikant erhdhte TNF-o-
Spiegel nach Stimulation (p=0,019). Fur alle weiteren Zytokine ist kein signifi-

kanter Zusammenhang mit dem Geschlecht zu erkennen.

Zytokin Adjustment GMR KI p-Wert

ILS Unadj 1,05 (0,91,1,23) 0,500
IL10 Unadj 0,97 (0,75, 1,26) 0,850
IFN-y Unadj 1,11 (0,82, 1,51) 0,490
TNF-o Unadj 1,40 (1,06, 1,85) 0,019

Tabelle 5: Zytokine assoziiert mit Geschlecht des Sauglings in der Gesamtpopulation nach Sti-
mulation mit P/l Uber 48h

Mutterliches Rauchen wahrend der Schwangerschaft wirkte sich auf die IL-5-

Konzentration der Kinder hochsignifikant mindernd aus. Auch die weiteren Zy-

tokine sind tendenziell gemindert, dieses jedoch nicht signifikant. Eine positive

Heuschnupfenanamnese (Graserallergie) der Mutter hingegen, ging mit einer

Konzentrationssteigerung von IL-5 einher. (p=0,0012). Alle weiteren Zytokine

zeigten keine signifikanten Assoziationen.
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Zytokin Adjustment GMR Kl p-Wert

IL5 Unadj 0,64 | (0,51, 0,81) 0,00024
IL10 Unadj 0,8 (0,54, 1,20) 0,290
IFN-y Unadj 0,68 (0,43, 1,08) 0,110
TNF-a Unadj 0,741(0,48, 1,15) 0,190

Tabelle 6: Zytokine assoziiert mit mutterlichem Rauchen wéhrend der Schwangerschaft in der
Gesamtpopulation nach Stimulation mit P/l iber 48h

Zytokin Adjustment GMR Kl p-Wert

IL5 Unadj 1,36 (1,11, 1,55) 0,001
IL10 Unadj 0,92 (0,70, 1,23) 0,590
IFN-y Unadj 1,31(0,94, 1,83) 0,110
TNF-o. Unadi 0,92 | (0,67, 1,26) 0,600

Tabelle 7: Zytokine assoziiert mit mutterlicher Graserallergie in der Gesamtpopulation nach
Stimulation mit P/l Gber 48h

Hat das Neugeborene altere Geschwister lassen sich signifikant erhdhte IL-10-

sowie IFN-y-Werte nachweisen. Auch das proinflammatorische Zytokin TNF-a

ist tendenziell erhdht, jedoch nicht signifikant. Dies geht mit der der Annahme

von Strachan [146] einher, der bereits den Zusammenhang von alteren Ge-

schwistern und Allergieprotektion darstellen konnte.
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Zytokin Adjustment GMR Kl p-Wert

IL5 Unadj 0,93 (0,75, 1,15) 0,500
IL10 Unadj 1,37 (1,02, 1,83) 0,035
IFN-y Unadj 1,60 | (1,04, 2,46) 0,033
TNF-a Unadj 1,13 (0,82, 1,54) 0,460

Tabelle 8: Zytokine assoziiert mit dem Vorhandensein &élterer Geschwister in der Gesamtpopu-

lation nach Stimulation mit P/l Gber 48h
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3.7 Effekt der Bauernhofexposition und des Konsums von Bau-
ernhofprodukten auf die Zytokinkonzentrationen in der Ge-

samtpopulation

Die Konzentrationen der Zytokine IL-5, IL-10, IFN-y und TNF-a wurden mit typi-
schen Bauernhofexpositionen sowie mit dem Konsum von Bauernhofprodukten
assoziiert. Dabei wurden eine Adjustierung nach Studienzentrum, Bauernstatus
und wenn notwendig nach Geschlecht, mutterlichem Rauchen, Anzahl der Ge-
schwister, mutterlichem Alter bei Geburt des Kindes sowie mutterlicher Asthma-
und Heuschnupfenanamnese vorgenommen. Auflerdem erfolgte fur einzelne
Werte eine zusatzliche gegenseitige Adjustierung (siehe Tab. 11,12,15,16).

Neugeborene der Bauernkohorte weisen signifikant hohere TNF-a und IFN-y-
Konzentrationen und niedrigere IL-5 und IL-10 Konzentrationen auf als Kinder
der Kontrollgruppe. (Tab. 2) Nach Adjustierung um die o.g. Faktoren kommt es
zu einer Signifikanzminderung des ,Bauernhofeffekts®, was fur eine effektive

Auswahl der Adjustierungsfaktoren spricht.

Zytokin Adjustment GMR Kl p-Wert

IL5 adj 0,99 | (0,85, 1,16) 0,94
IL10 adj 0,85 | (0,66, 1,10) 0,22
IFN-y adj 1,221 (0,90, 1,65) 0,2
TNF-O adj 1,34](1,01, 1,78) 0,039

Tabelle 9: : Zytokinkonzentration assoziiert mit Bauernstatus in der Gesamtpopulation nach
Stimulation mit P/l Gber 48h

Dazu zahlt der Aufenthalt der Schwangeren in Tierstallen, der nach Adjustie-
rung mit keinen signifikanten Konzentrationserhohungen einhergeht. Dies zeigt
die effektbeeinflussende Wirksamkeit der adjustierten Parameter. Hingegen
zeigt der Aufenthalt in Heuschobern, der sich signifikant positiv auf die Produk-

tionskapazitat von TNF-a auswirkt, seinen Einfluss auf das proinflammatorische
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Zytokin. Nach gegenseitiger Adjustierung bleibt die Assoziation von TNF-a und
dem Aufenthalt im Heuschober nicht mehr signifikant bestehen, sodass von ein
effektbeeinflussender Faktor an der gegenseitigen Adjustierung teilgenommen

haben muss und so als Storgrofde in die Assoziation eingeht.

Zytokin Adjustierung GMR Kl p-Wert

IL5 adj 1,21(0,97, 1,48) 0,096
IL10 adj 0,99 (0,69, 1,43) 0,960
IFN-y adj 1,28 (0,83, 1,98) 0,260
TNF-Q adj 1,411(0,94, 2,12) 0,096

Tabelle 10: Zytokinkonzentration assoziiert mit der Haufigkeit des mutterlichen Stallaufenthaltes
in der Gesamtpopulation nach Stimulation mit P/l Gber 48h

Zytokin Adjustierung GMR Kl p-Wert

IL5 adj 1,03 (0,95, 1,12) 0,520
IL10 adj 0,911(0,76, 1,07) 0,250
IFN-y adj 1,18 (1,00, 1,41) 0,056
TNF-QU adj 1,19 (1,03, 1,38) 0,022
TNF-QL gegenseitig adj 1,13 1(0,98, 1,31) 0,083

Tabelle 11: Zytokinkonzentration assoziiert mit der Haufigkeit des mutterlichen Aufenthaltes im
Heuschober in der Gesamtpopulation nach Stimulation mit P/I Gber 48h

Deutlich signifikante konzentrationssteigernde Effekte auf das Zytokin IFN-y,
sowie auf TNF-a, hatte der Kontakt der Mutter mit Nutztieren wahrend der

Schwangerschaft. Auch nach gegenseitiger Adjustierung bleiben die Effekte

des Tierkontaktes signifikant.
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Zytokin Adjustierung GMR Kl p-Wert

IL5 adj 0,97 ((0,89, 1,07) 0,580
IL10 adj 0,95((0,81, 1,10) 0,480
IFN-y adj 1,28 (1,08, 1,52) 0,0052
IFN-Y gegenseitig adj 1,16 ] (1,00, 1,34) 0,0460
TNF-QL adj 1,29 (1,10, 1,51) 0,0021
TNF-QU gegenseitig adj 1,26 ](1,10, 1,46) 0,0013

Tabelle 12: Zytokinkonzentration assoziiert mit der Haufigkeit des mutterlichen Tierkontaktes

wahrend der Schwangerschaft in der Gesamtpopulation nach Stimulation mit P/I
Uber 48h

Der Genuss von roher Bauernmilch wahrend der Schwangerschaft fuhrte zu

einer signifikanten Konzentrationserhéhung von IFN-y, jedoch nur wenn diese

nicht-entrahmt konsumiert wurde.

Far den Konsum von abgekochter Bauernmilch waren keine Effekte nachweis-

bar.

Zytokin Adjustierung GMR Kl p-Wert

IL5 adj 1,08 (0,88, 1,32) 0,460
IL10 adj 0,94 (0,67, 1,31) 0,700
IFN-y adj 1,24 1 (0,83, 1,86) 0,300
TNF-a adj 1,01 {(0,70, 1,47) 0,940

Tabelle 13: Zytokinkonzentration assoziiert mit dem Rohmilchkonsum der Mutter in der Ge-

samtpopulation nach Stimulation mit P/l Gber 48h
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Zytokin Adjustierung GMR Kl p-Wert

IL5 adj 1,091(0,90, 1,31) 0,390
IL10 adj 1,23 { (0,90, 1,68) 0,200
IFN-y adj 1,451(1,00, 2,1) 0,047
TNF-QU adj 1,321 (0,94, 1,86) 0,110

Tabelle 14: Zytokinkonzentration assoziiert mit dem Konsum der Mutter von nicht entrahmter

Milch wahrend der Schwangerschaft in der Gesamtpopulation nach Stimulation
mit P/I Uber 48h

Zytokin Adjustierung GMR Kl p-Wert

IL5 adj 1,28 [ (0,94, 1,74) 0,120
IL5 gegenseitig adj 1,55](1,13, 2,11) 0,0063
IL10 adj 0,9 (0,52, 1,56) 0,710
IEN-Y adj 4,741 (2,63, 8,56) <0,0001
IFN-y gegenseitig adj 4971(2,71,9,12) <0,0001
TNF-QU adj 2,43 (1,39, 4,23) 0,0017
TNE-OU gegenseitig adj 2,49 (1,38, 4,50) 0,0025

Tabelle 15: Zytokinkonzentration assoziiert mit dem Konsum der Mutter von Butter aus Roh-

milch wahrend der Schwangerschaft in der Gesamtpopulation nach Stimulation
mit P/I Uber 48h

Hatte die Mutter wahrend der Schwangerschaft aus der Bauernmilch jedoch

selbst erzeugte Butter verzehrt, konnten im Nabelschnurblut der Neugeborenen

erhdohte Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine IFN-y (p<0,0001)

und TNF-a (p=0,0025) gemessen werden. Nach gegenseitiger Adjustierung

blieben diese Effekte erhalten. Zusatzlich zeigte sich eine signifikante Konzent-

rationserhohung von IL-5.
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Zytokin Adjustierung GMR Kl p-Wert

IL5 adj 0,55 (0,39, 0,76) 0,0003
IL5 gegenseitig adj 0,49 ] (0,35, 0,68) <0,0001
IL10 adj 0,53 [ (0,30, 0,96) 0,037
IL10 gegenseitig adj 0,51 (0,29, 0,91) 0,023
IFN-y adj 0,721(0,39, 1,35) 0,310
IEN-Y gegenseitig adj 0,441 (0,23, 0,82) 0,0094
TNF-o adj 0,62 [ (0,34, 1,13) 0,120
TNF-OU gegenseitig adj 0,36 | (0,19, 0,68) 0,0016

Tabelle 16: Zytokinkonzentration assoziiert mit dem Konsum der Mutter von Joghurt aus Roh-

milch wahrend der Schwangerschaft in der Gesamtpopulation nach Stimulation
mit P/I Uber 48h

Der Konsum von Joghurt aus hauseigener Herstellung ging mit einer signifikan-

ten Erniedrigung der Konzentration von IL-5 und IL-10 einher, auch nach ge-

genseitiger Adjustierung. Fur die proinflammatorischen Zytokine IFN-y und

TNF-a zeigte sich nach gegenseitiger Adjustierung ebenfalls eine signifikante

Konzentrationsabnahme.
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3.8 Effekt der Bauernhofexposition und des Konsums von Bau-

ernhofprodukten auf die Zytokinkonzentration in Finnland

Dieser Abschnitt befasst sich mit den Assoziationen zwischen Zytokinkon-
zentrationen im Nabelschnurblut Neugeborener Kinder und Bauernhofspezifi-
schen Variablen in der finnischen Studienpopulation. Dabei muss jeweils zwi-
schen den farmadjustierten Werten (,f_adj.“) die nur fur ,Farming“ adjustiert
sind und den volladjustierten Werten (,adj.”) unterschieden werden, die zusatz-
lich fir Geschlecht, matterliches Rauchen wahrend der Schwangerschaft, An-
zahl alterer Geschwister, mutterliches Alter, und mutterliche Atopie adjustiert
sind. Grundsatzlich ist der Wert ,f _adj.“ anzunehmen, aul3er er weicht vom

Wert ,adj.“ Um mehr als 15% ab, dann ist der Wert ,ad].“ zu verwenden.

Zytokin Adjustierung GMR Kl p-Wert

IL5 f adj 0,95 (0,81; 1,11) 0,48816
IL5 adj 0,99 (0,85; 1,16) 0,94208
IL10 f_adj 1,04 (0,74, 1,46) 0,84292
IL10 adj 0,96 (0,67; 1,36) 0,79993
IFN-y f adj 0,90 (0,67;1,2) 0,46765
IFN-y adj 0,97 (0,73; 1,29) 0,83180
TNF-o f_adj 0,89 (0,68; 1,16) 0,39986
TNF-o adj 0,93 (0,71; 1,22) 0,60031

Tabelle 17: Zytokinkonzentration assoziiert mit Bauernstatus in der finnischen Kohorte nach

Stimulation mit P/l Gber 48h

Die Tabelle 17 zeigt Uber alle Zytokine keine signifikanten Assoziationen mit
dem Bauernstatus in Finnland. Erkennbar ist hier jedoch eine Abnahme der
Signifikanz mit der Adjustierung. Die Messungen in der Gesamtpopulation er-
gaben allerdings fur das Zytokin TNF-a eine Signifikanz in Assoziation mit dem
Bauerstatus.

Die folgende Tabelle zeigt die Assoziation zwischen den gemessenen Zytoki-

nen und dem Konsum von Rohmilch wahrend der Schwangerschaft.
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Zytokin Adjustierung GMR Kl p-Wert

IL5 f_adj 1,05 (0,73; 1,52) 0,77576
ILS adj 0,96 (0,69; 1,34) 0,81707
IL10 f_adj 0,43 (0,17;1,07) 0,06949
IL10 adj 0,44 (0,18; 1,09) 0,07541
IFN-y f adj 1,41 (0,74; 2,67) 0,29578
IFN-y adj 1,19 (0,65; 2,18) 0,57312
TNF-0U f adj 1,27 (0,7; 2,28) 0,43117
TNF-Q adj 1,24 (0,69; 2,22) 0,47169

Tabelle 18: Zytokinkonzentration assoziiert mit Rohmilchkonsum wahrend der Schwangerschaft

in der finnischen Kohorte nach Stimulation mit P/l Giber 48h

Besonders auffallig ist in dieser Tabelle die Borderline-Signifikanz von erniedrig-

tem IL 10 und dem Rohmilchkonsum die sich auch durch weitere Adjustierung

kaum verandert. Dieser Effekt kann in der Gesamtpopulation nicht gezeigt wer-

den. Hier konnten erst signifikante Zusammenhange bei der Betrachtung der

nichtentrahmten Milch bei IFN-y gefunden werden. Insgesamt ist ein Zusam-

menhang von Bauernmilchkonsum und erniedrigtem IL-10 eher nicht zu erwar-

ten gewesen. Mit mdglichen Grinden befasst sich die Diskussion.

Die folgende Tabelle zeigt die Assoziation zwischen dem Stallaufenthalt und

den gemessenen Zytokinen.
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Ergebnisse

Zytokin Adjustierung GMR Kl p-Wert

IL5 f adj 1,19 (0,92; 1,55) 0,18674
ILS adj 1,18 (0,93; 1,5) 0,18330
IL10 f adj 1,01 (0,58;1,77) 0,96892
IL10 adj 1,03 (0,59; 1,79) 0,91727
IFN-y f adj 1,57 (0,96; 2,56) 0,06922
IFN-y adj 1,59 (1,01; 2,52) 0,04611
TNF-0U f_adj 1,82 (1,19; 2,8) 0,00605
TNF-0U adj 1,74 (1,14; 2,68) 0,01097

Tabelle 19: Zytokinkonzentration assoziiert mit der Haufigkeit des mdtterlichen Stallaufenthal-
tes in der finnischen Kohorte nach Stimulation mit P/l tber 48h

Tabelle 19 weist eine deutliche Signifikanz bei der Assoziation des mutterlichen
Stallaufenthaltes mit den Zytokinen TNF-a und IFN-y auf. Diese Werte zeigen
einen erhohten Plasmaspiegel der genannten Zytokine im Nabelschnurblut der
Neugeborenen und wurden fur eine Gewichtung des Zytokinmilieus in Richtung
TH-1 Zellantwort sprechen. In der Gesamtpopulation ist dieser Zusammenhang
zwar nicht zu erkennen, jedoch zeigen sich dort fir TNF-a und IFN-y deutliche
Signifikanzen fur den Kontakt zu Nutztieren, welcher inhaltlich der Variable
Stallaufenthalt nahe steht.

Die nachste Tabelle betrachtet nun einen ahnlichen Faktor in Finnland mit

ubereinstimmenden Signifikanzen.
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Ergebnisse

Zytokin Adjustierung GMR Kl p-Wert

IL5 f adj 0,80 (0,63; 1,02) 0,07403
ILS adj 0,80 (0,64; 0,99) 0,04282
IL10 f adj 1,12 (0,64; 1,96) 0,68568
IL10 adj 1,15 (0,66; 2) 0,61969
IFN-y f adj 1,06 (0,65; 1,72) 0,81807
IFN-y adj 0,99 (0,63; 1,56) 0,97917
TNF-0U f_adj 0,80 (0,54; 1,17) 0,24688
TNF-oL adj 0,79 (0,54; 1,16) 0,23401

Tabelle 20: Zytokinkonzentration assoziiert mit der Haufigkeit des mutterlichen Aufenthaltes im

Heuschober in der finnischen Kohorte nach Stimulation mit P/l Giber 48h

Aus dieser Tabelle lassen sich keine signifikanten Konzentrationserhéhungen

fir die Zytokine TNF-a und IFN-y erkennen, jedoch ist das Zytokin IL-5 nach

Adjustierung signifikant erniedrigt. Auch dieses Ergebnis legt den Schluss einer

in Richtung TH-1 verschobenen Immunantwort im Nabelschnurblut des Neuge-

borenen nahe. In der Gesamtpopulation ist hingegen die Konzentration von

TNF-a signifikant erhdht, was die Ergebnisse der Studienpopulation unterstitzt,

und ebenfalls fur ein TH-1 gewichtetes Zytokinmilieu spricht.

Die letzte Tabelle spiegelt ein ahnliches Bild wider. Sie demonstriert die Assozi-

ation der Zytokine mit der Haufigkeit des mutterlichen Tierkontaktes wahrend

der Schwangerschaft.
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Ergebnisse

Zytokin Adjustierung GMR Kl p-Wert

IL5 f adj 0,97 (0,82, 1,15) 0,75031
ILS adj 1,01 (0,85, 1,19) 0,92868
IL10 f adj 0,71 (0,49, 1,04) 0,07709
IL10 adj 0,65 (0,44, 0,98) 0,03775
IFN-y f adj 1,01 (0,74, 1,39) 0,94886
IFN-y adj 1,26 (0,92, 1,73) 0,15423
TNF-0U f_adj 1,32 (0,98, 1,76) 0,06544
TNF-oL adj 1,30 (0,96, 1,74) 0,08491

Tabelle 21: Zytokinkonzentration assoziiert mit der Haufigkeit des mutterlichen Tierkontaktes
wahrend der Schwangerschaft in der finnischen Kohorte nach Stimulation mit P/I
Uber 48h

Hier zeigt sich fur das Zytokin TNF-a eine grenzwertig signifikante Erhohung
der Konzentration, wahrend sich fur das Zytokin IL-10 eine signifikante Ernied-
rigung der Konzentration zeigt. Diese Variable zeigt in der Gesamtpopulation
ebenfalls signifikant erhdhtes TNF-a. DarUber hinaus eine signifikante Erho-
hung von IFN-y, jedoch keine signifikante Assoziation flr IL-10. Die Ergebnisse
fur TNF-o und IFN-y gehen konform mit den bereits gezeigten Assoziationen
der oberen Tabellen. Der signifikant erniedrigte IL-10 Wert wird in der folgenden
Diskussion naher behandelt.

Abschliefend kann man feststellen, dass die Assoziationen mit einzelnen bau-
ernhofspezifischen Variablen deutliche Hinweise auf ein Ubergewicht von TH-1
spezifischen Zytokinen gegeben haben, und damit Hinweise auf einen protekti-

ven Effekt, des Bauerhofumfeldes liefern.
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4. Diskussion

Die Untersuchung von Nabelschnurblutproben im Rahmen der PASTURE-
Studie hat die Moglichkeit geschaffen, Zusammenhange zwischen der Expres-
sion einzelner Zytokine im Neugeborenenblut und dem Lebensstil der Mutter
wahrend der Schwangerschaft zu erkennen. Die untersuchten Zytokine IL-5, II-
10, II-12, TNF-a. und IFN-y, stehen dabei reprasentativ fur die TH-1 Pragung,
TH-2 Pragung, regulatorische, entzindungsfordernde sowie auch antientzundli-
che Prozesse.

Das Zytokin II-12 wurde aufgrund einer hohen Anzahl von Werten unterhalb der
Nachweisgrenze (siehe Tab. 2) nicht in die statistische Analyse eingeschlossen.
Zur Induktion der Zytokinproduktion in den Nabelschnurblutzellen, hat sich im
Verlauf der Messungen PMA/lonomycin als bestmdglichste Substanz ergeben.
Neben der Analyse der Zytokinmuster von Neugeborenen der Gesamtkohorte,
mdchte diese Arbeit auf die Unterschiede zwischen der finnischen Population

und der Gesamtstudienpopulation eingehen.

In der Gesamtschau zeigt die Auswertung unserer Daten, dass die Entwicklung
des fetalen Immunsystems deutliche Assoziationen mit der Lebensweise der
Mutter wahrend der Schwangerschaft zeigt. Damit bestatigt sie ahnliche Ergeb-
nisse aus bereits vorangegangenen Studien [7, 133].

Bei der Analyse der Daten wurde deutlich, dass zu den wichtigsten zytokinas-
soziierten bauernhofspezifischen Expositionen wahrend der Schwangerschaft
der Kontakt zu verschiedensten Nutztieren und die Zeit, die im Heuschober
oder in den Stallungen verbracht wurde, zu zahlen sind. Diese Expositionen
konnten mit einer signifikanten Steigerung der Konzentration der Zytokine IFN-y
und insbesondere TNF-a assoziiert werden. Die Zytokine IL-5 und IL-10 zeigten
ebenfalls Zusammenhange mit der bauernhofspezifischen mdutterlichen Le-
bensweise, die jedoch zum Teil nicht wie erwartet korrelierten und die nicht an
allen Studienzentren beobachtet werden konnten. Insgesamt zeigten sich damit

deutliche Unterschiede zwischen der Bauern- und Nichtbauernkohorte.
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Bei der Analyse mdglicher Assoziation den Zytokins IFN-y mit den soziodemo-
graphischen Faktoren in der Gesamtpopulation, fiel eine signifikante Assoziati-
on zum Vorhandensein von Geschwistern auf. Dieses Ergebnis stimmt mit dem
bereits von Strachan [146] gezeigten ,Geschwister-Effekt® Uberein, bei dem
Kinder mit alteren Geschwistern deutlich niedrige Allergieraten aufwiesen. Er-
klart wurde dies von Strachan mit einer hdheren mikrobiellen Belastung, der die
jungeren Kinder durch die Erkrankungen ihrer alteren Geschwister ausgesetzt
waren. Im Falle der Neugeborenen ware eine mikrobielle Belastung der Mutter
durch die Geschwister denkbar, die wahrend der Schwangerschaft transplazen-
tar auf den Feten wirkt [43, 48, 147].

Mittlerweile haben jedoch mehrere Studien gezeigt, dass der ,Geschwister-
Effekt® zwar epidemiologisch eindeutig besteht [155], ursachlich jedoch nicht
nur auf frihkindliche Infektionen zurickzufuhren ist [34]. Wie die Studie von
Benn zeigte, blieb der Geschwistereffekt trotz Adjustierung um den Faktor ,In-
fektionen“ bestehen [10]. Die Autoren weisen auf andere wichtige Merkmale
von Grol¥familien, wie den Besitz von Haustieren hin. Auch Umzuge in frihem
Lebensalter, eine eher unspezifische Variable, werden als protektiv beschrie-
ben. Die Ergebnisse zeigen, dass eine vollstandige Erklarung des Effektes also
weiterhin aussteht [105]. Die hier gemessenen Daten bestatigten jedoch seine
Existenz.

Untersucht man die IFN-y-Konzentrationen in Bezug auf bauernhofspezifische
Variablen, korreliert diese in der Gesamtpopulation signifikant mit haufigem
Kontakt zu Nutztieren. Die finnische Population weist in diesem Zusammen-
hang zwar eine ahnliche Tendenz, jedoch keine Signifikanz auf. Vermutlich ist
ein Grund daflr die niedrigere Fallzahl der finnischen Population.

In der finnischen Population fielen dagegen signifikant erhéhte Werte fir IFN-y
bei langeren mdutterlichen Stallbesuchen auf. Vergleicht man die Aufenthalts-
dauer der finnischen Mutter wahrend der Schwangerschaft mit den anderen
Studienlandern, fallt auf, dass sie sich durchschnittlich am langsten im Stall und
Silageanlagen aufhielten [156]. Zudem waren in Finnland die Mdutter deutlich
haufiger in bauerliche Arbeitsprozesse, unter anderem die Reinigung von Stall-
anlagen, wahrend der Schwangerschaft involviert, als in allen anderen Teil-

nehmerlandern. Dies kdonnten Faktoren sein, die zu signifikanten Konzentrati-

57



Diskussion

onserhéhungen in der finnischen Kohorte auch bei niedrigeren Fallzahlen ge-
fuhrt haben. Damit zeigt sich die hohe Bedeutung des mutterlichen Stallaufent-
haltes.

Beide Komponenten, sowohl der Kontakt zu Nutztieren als auch der matterliche
Aufenthalt im Stall, assoziieren mit erhéhter Produktionskapaziat flr das Zytokin
IFN-y beim Feten. Erklaren lieBe sich dieses Phanomen mit der erhdhten
mikrobiellen Belastung durch das bauerliche Umfeld im Rahmen der Hygiene-
hypothese [146, 168], wie auch schon 2005 von Roponen beschrieben [135].
Nach Debarry und Kollegen kommen fur diesen Effekt vor allem zwei Stallkeime
[39] in Betracht. Bei der Untersuchung von Kuhstallstaub konnten sie Acineto-
bacter Iwoffii, einen gramnegativen Hautkeim, der haufig auf Saugetieren ge-
funden wird, und Lactococcus lactis, einen grampositiven Keim, der vor allem
mit der Garung von Silage assoziiert ist, identifizieren. Im Mausmodell konnten
durch eine intranasale Applikation der genannten Bakterien in ovalbuminsensi-
bilisierte Tiere deutlich verringerte Raten an eosinophilen Zellen in der bron-
choalveolare Lavage nachgewiesen werden. Ein weiteres Zeichen fur die Wirk-
samkeit der Bakterien war die Histologie des Lungenparenchyms der behandel-
ten Tiere, welches kaum entzlindlich verandert war und sich damit praktisch
nicht von dem der Kontrollgruppe zu unterscheiden war.

Auch Blumer konnte im Mausmodell mit einer perinatalen Gabe des Keimes
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) ahnliche Erfahrungen machen. Bei Nach-
kommen von pranatal oder perinatal LGG-applizierten Mittern waren, vergli-
chen mit Mausen von nichtbehandelten Muttern, allergische Entziindung der
Atemwege sowie Becherzellhyperplasien deutlich reduziert. Blumer diskutiert
als hauptsachlichen Grund firr die Beeinflussung der Nachkommen die Ubertra-
gung von proinflammatorischen Zytokinen uber die Plazenta [16].

Der Kuhstallstaub, aus dem die Bakterien gewonnen wurden, ist auch in dieser
Studie von besonderer Bedeutung, da der grofte Teil der Tierkontakte der
Schwangeren durch die Rinderhaltung entstand. Dieses Phanomen war in allen
Studienlandern zu beobachten, da die Milchwirtschaft in den meisten beobach-
teten Hofen einen hohen Stellenwert hatte [156].

Analog zu Staub aus Kuhstallen hangen auch Endotoxine gramnegativer Bakte-

rien im Hausstaub signifikant mit erhéhter Produktionskapazitat fur IFN-y zu-
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sammen, wie Gereda zeigen konnte [57]. Zudem wies Gehring auf Basis der
ISAAC II Daten nach, dass die Endotoxinkonzentrationen in Wohnraumen in-
vers mit der Entstehung von Asthma bei Kindern in Verbindung steht [56].

Diese Ergebnisse stutzen die Annahme, dass auch die von uns beobachteten
erhohten IFN-y-Kapazitaten im Nabelschnurblut einen ursachlichen Bezug zum
mikrobiellen Umfeld und der spateren Entwicklung von atopischen Krankheiten
haben konnten.

Die Tatsache, dass eine erhdhte Produktionskapazitat fur IFN-y auch mit einer
verminderten Allergieanfalligkeit einhergeht, ist bereits in mehreren Studien
festgestellt worden. Diese haben gezeigt, dass hohe IFN-y Kapazitaten bei Ge-
burt invers mit ,Giemen® [63] oder Atopie im ersten Lebensjahr [111] und Asth-
ma im sechsten Lebensjahr [101] assoziiert sind. Weitere Studien zeigten, dass
insbesondere Menschen, die unter atopischen Erkrankungen leiden, oder eine
positive familiare atopische Anamnese aufweisen, niedrige Level an IFN-y zeig-
ten [29, 121, 122, 159]. Erniedrigte IFN-y-Spiegel, kdnnen auf eine beeintrach-
tigte TH-1-Antwort zurtickzufihren sein. Diese kann durch eine frihe Neutrali-
sation der TH-1 Zellen durch IL-4 [97, 125], oder von unreifen antigenprasentie-
rende Zellen, und somit einem Mangel an IL-12, einem Induktor der TH-1 Zel-
len, beeinflusst werden.

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass durch monoklonale Nabel-
schnurblutzellen induzierte IFN-y Spiegel, invers mit IgE Spiegeln im Nabel-
schnurblut und dem Auftreten atopischer Erkrankungen assoziiert sind [88,
120]. Dies konnte im Umkehrschluss darauf hinweisen, dass IFN-y als Zytokin
der TH-1-gewichteten Immunantwort, als ein Faktor in einem multifaktoriellen
Zusammenhang, tendenziell mit geringerem Auftreten von atopischen Erkran-

kungen vergesellschaftet ist.

Grundsatzlich muss erwahnt werden, dass die Konzentrationen von IFN-y und
TNF-a auch durch den Geburtverlauf beeintrachtigt werden kdonnen [126]. Vo-
rangegangene Studien zeigten, dass der vaginale Geburtsweg erheblich mehr
Stress fur das Neugeborene bedeutet und die IFN-y- und TNF-a-Spiegel erhoht,

als die Entbindung Uber einen Kaiserschnitt [21, 102]. Theoretisch kdnnte daher

59



Diskussion

die Geburtsform als Confounder flr die Zytokinkonzentrationen im Nabelschur-
blut fungieren. Innerhalb der PASTURE-Kohorte konnten jedoch keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Kohorten bezuglich der Geburtsformen bei
Bauern und Nichtbauern (siehe Tab. 3 und 4) ermittelt werden, und es ist daher
nicht von einer Beeinflussung unserer Ergebnisse durch diesen Faktor auszu-
gehen.

Ein weiterer hochsignifikanter Zusammenhang besteht zwischen der Produkii-
onskapazitat von IFN-y des Feten und dem Rohmilchkonsum der Mutter in der
Gesamtpopulation. Dies jedoch nur, wenn die Milch vor dem Genuss nicht ent-
rahmt worden ist. Dieser Effekt verstarkt sich, betrachtet man die Assoziation
zwischen dem mutterlichen Konsum von aus Rohmilch hergestellter Butter und
der Produktionskapazitat fir IFN-y im Nabelschnurblut. Er nimmt also mit der
Verdichtung der Milch zu. FUr selbst hergestellten Joghurt konnte ein solcher
Effekt nicht gefunden werden. Daten der PARSIVAL-Studie konnten bereits
zeigen, dass der Konsum von Milchprodukten aus Bauernproduktion invers mit
dem Auftreten allergischer Erkrankungen assoziiert war [160].
Interessanterweise konnte im Rahmen der PASTURE-Studie nachgewiesen
werden, dass die Konzentrationen von Endotoxinen in abgepackter Industrie-
milch deutlich hoher war, als in der unpasteurisierten Milch auf den Hofen. Er-
klart wird dies, mit einem dort besonders fachmannischen Umgang mit Frisch-
milch. Der immunmodulatorische Effekt der Milch muss also einer weiteren Ur-
sachlichkeit neben der mikrobiellen Belastung unterworfen sein [55].

Diskutiert werden Fettsauremuster, die sich besonders in der naturbelassenen
Rohmilch finden. Es wird angenommen, dass Milchprodukte aus alpinen Regio-
nen, aufgrund besonderer Linolsdurekonzentrationen der dortigen Pflanzenwelt,
ein weites Spektrum an ungesattigten Fettsauren, insbesondere konjugierte
Linolsauren beinhalten [90]. Im Tiermodell konnten hier bereits Zusammenhan-
ge zwischen in Milch enthaltenen Linolsauren und reduzierten allergischen
Atemwegsentzindungen gesehen werden [79, 83]. Gleichwohl stiitzen wirde
diese Annahme, dass in der finnischen Kohorte keine Signifikanzen bezuglich
des mautterlichen Milchkonsums festgestellt wurden. Moglicherweise ist hier ein

Zusammenhang mit dem nichtalpinen Futter der Milchkihe zu sehen.
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Ein weiterer Aspekt ist die genetische Betrachtung des mutterlichen Milchkon-
sums. Besitzt das Kind einen besonderen Polymorphismus am Gen fir CD14,
ist der schutzende Effekt des Milchkonsums deutlich erhoht. Dabei spielt
hdchstwahrscheinlich die milchinduzierte vermehrte Expression von CD14 eine
wichtige Rolle [11].

Aus diesen Beobachtungen der Fettsduren definitive Rickschlisse auf die kili-
nische Umsetzung zu ziehen, ist noch zu frih. Weitere Studien werden die Rol-
le der einzelnen Fettsduremuster tiefergehend beleuchten mussen.
Abschlieend fallt in der Gesamtkohorte eine signifikant niedrige Rate an atopi-
schen Vorerkrankungen der Vater in der Bauernkohorte auf (Tab. 3). Dies geht
mit einer signifikanten Erhéhung der Produktionskapazitat fur IFN-y in der Bau-
ernkohorte (Tab. 2) einher und konnte, unter der Annahme einer atopiemodulie-
renden Wirkung des IFN-y, ein Hinweis fur eine genetische Komponente bei der
Produktionskapazitat fur Zytokine sein. Ein ahnlicher Effekt konnte sich mutter-
licherseits nicht nachweisen lassen, da die Raten an vorbekannter Atopie in den
Kohorten nahezu gleich verteilt waren.

Zusammenfassend erhartet sich der Verdacht, dass eine erhdhte Kapazitat zur
Produktion von IFN-y, als Zeichen einer TH-1-gewichteten Immunantwort, die

Anfalligkeit fur allergische Erkrankungen reduzieren kann.

Ein ahnliches Bild zeigt sich beim Zytokin TNF-a. Bei der Betrachtung der As-
soziation des Zytokins mit der Variable , Tierkontakt® findet sich in der finnischen
Population ein tendenziell, jedoch nicht signifikant erhohter Wert fur das Zyto-
kin. In der Gesamtpopulation hingegen sind signifikant erhéhte Werte fir TNF-a
und IFN-y in Assoziation mit der Variable ,Tierkontakt‘ gemessen worden.

Far die Variable ,Stallaufenthalt der Mutter” konnte in der finnischen Kohorte
eine hochsignifikante Assoziation mit der Produktionskapazitat des Feten fir
TNF-a und IFN-y gezeigt werden. Dieser Effekt zeigte sich in der Gesamtpopu-
lation nicht. Hierbei spielen mdglicherweise die bereits oben erwahnten haufi-

gen Stallaufenthalte der finnischen Mutter eine wichtige Rolle.
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Fir die Variable ,Heuschoberaufenthalt* konnte dagegen in der Gesamtpopula-
tion eine signifikante Erhdhung in der Kapazitat fur TNF-a festgestellt werden,
die sich in der finnischen Population hingegen nicht nachweisen lies.

Die signifikant erhéhten TNF-o Kapazitaten kbnnen mehrere Ursachen haben.
Zunachst wirkt ein erhodhter Spiegel von IFN-y induzierend auf die TNF-a Pro-
duktion in mononukledren Phagozyten [110] (S. 370). Damit bedingen bereits
die erhohten IFN-y Werte eine TNF-a Konzentrationserh6hung.

Des Weiteren wurden bei mannlichen Sauglingen in der Gesamtpopulation sig-
nifikant erhdhte Produktionskapazitaten fur TNF-a nachgewiesen. Das heil’t,
dass bereits die unterschiedlichen Geschlechter spezifische Zytokinmuster auf-
weisen. Diese wurden jedoch bei den Assoziationen der weiteren Variablen ad-
justiert.

Ein weiterer wichtiger Stimulus ist die bereits erwahnte erhéhte mikrobielle Be-
lastung in der Bauernkohorte. Der durch typische Bauerhofarbeiten vermehrte
Kontakt der Mutter mit gramnegativen Bakterien, und damit dem Zellwandbe-
standteil LPS wirkt sich immunmodulierend auf den Nachwuchs aus [58]. LPS-
Kontakt der Mutter kann transplazentar eine vermehrte Induktion der TNF-a
Produktion im Fetus hervorrufen. Studien zum aktiven Transport verschiedener
Allergene Uber die Plazenta bestatigen, dass der Durchtritt dieser Allergene wie

LPS in das kindliche Blutkreislaufsystem uber die Plazenta moglich ist [48, 147].

Problematisch dabei anzusehen ist, dass hohe Intrauterine LPS-
Konzentrationen fur den intrauterinen fetalen Tod, die intrauterine Retardierung
und neurologische Defizite verantwortlich gemacht werden. Als Hauptmediator
fur diese Fruchtschadigungen wurde im Mausmodell TNF-a identifiziert. Ning
konnte jedoch zeigen, dass eine niedrig dosierte LPS Exposition der Mutter
wahrend der Schwangerschaft, einen starken Anstieg der fetalen TNF-o Werte
unter LPS-Belastung, und damit eine Fruchtschadigung, verhindert [113]. Es
scheint hier zu einem Gewohnungseffekt zu kommen, der den Fetus vor Uber-
malfiger TNF-a Produktion schitzt. Da diese kontinuierliche LPS-Exposition im

landlichen Umfeld natlrlicherweise gegeben ist, erhalt man neben dem aller-
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gieprotektiven Effekt, eine Reduktion des Risikos flir die oben genannten
Schwangerschaftsrisiken.

Diese Ergebnisse gewinnen vor allem vor dem Hintergrund der Beobachtungen
von Macabaus et al. an Bedeutung [101]. Sie hatte bei 407 Kindern die Produk-
tionskapazitat fur die Interleukine 4,5,6,10,12 und 13, IFN-y und TNF-a im Na-
belschnurblut gemessen und mit dem klinischen Auftreten allergischer Erkran-
kungen nach 6 Jahren verglichen. Dabei fand sie Zusammenhange von hohen
TNF-a Kapazitaten im Nabelschnurblut und verringerter Anfalligkeit fur allergi-
sche Erkrankungen zum Endpunkt.

Eine finnische Studie zeigte zudem, dass bei Kindern mit Kuhmilchallergie die
unstimulierte Produktionskapazitat im Nabelschnurblut fur TNF-a (und IFN-y)
deutlich supprimiert war [118]. In der Folge konnte beschrieben werden, dass
ein Mangel an TNF-a-produzierenden Zellen in der Muttermilch signifikant hau-
figer bei Muttern mit an Kuhmilchallergie erkrankten Kindern auftrat [78].

Somit lassen unsere Ergebnisse im Kontext der aktuellen Literatur [177], den
Schluss einer allergieprotektiven Wirkung von erhéhten Produktionskapazitaten

fir TNF-a im Nabelschnurblut zu.

Das Zytokin IL-5, als Induktor eosinophiler Granulozyten, und damit Teil der
TH-2-Immunantwort, war in der Gesamtpopulation signifikant im Nabelschnur-
blut von Neugeborenen erhoht, deren Muttern eine Graserallergie in der Anam-
nese angaben. Dieses Ergebnis deckt sich mit anderen Studien, die ebenfalls
eine Erhéhung der Produktionskapazitat fur IL-5 beim Nachwuchs von Hochrisi-
kopatienten feststellen konnten [124, 166].

Gleichzeitig konnten fir den mdatterlichen Aufenthalt im Heuschober wahrend
der Schwangerschaft in der finnischen Population signifikante Assoziationen mit
einer erniedrigten IL-5-Produktion im Fetus gezeigt werden. Diese Beobachtung
stimmt mit den oben genannten Studien Uberein, da die erniedrigten IL-5 Spie-
gel auf eine verminderte TH-2 Antwort hindeuten, und somit fir einen TH-1 for-
dernden Effekt sprechen, der sich bei der Assoziation mit weitern Zytokinen und

Heuschoberumgebung bereits gezeigt hat.
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Besonders bemerkenswert ist, dass dieser Effekt in einem Studienland wie
Finnland zu signifikanten Ergebnissen gefiihrt hat, da dort die niedrigsten Auf-
enthaltszeiten in Heuschobern gemeldet wurden [156].

Ursachlich ist der Effekt wahrscheinlich auf ein mikrobielles Umfeld in den Heu-
schobern zurlickzufihren, das eine Uberwiegend zellulare Antwort fordert. Aus
einer Vielzahl der dort vorkommenden Bakterien, isolierten Vogel et al. die be-
sonders vorherrschende Art Bacillus licheniformis [152]. Wahrend der Untersu-
chungen auf allergieprotektive Effekte des Bakteriums wurde eine Stimulation
der Dendritischen Zellen (DC), durch das Bakterium, zur IL-12 Produktion beo-
bachtet. Zudem zeigte die Invitro-Stimulation der DCs eine Erhéhung der Kon-
zentration von IFN-y. Diese fuhrte zu einer Supprimierung des TH-2 Weges [14,
109]. Nach intranasaler Applikation des Bakteriums in ovalbuminsensibilisierte
Mause zeigten sich eine reduzierte Anzahl von eosinophilen Zellen in der bron-
choalveolaren Lavage und eine verminderte Anzahl von schleimproduzierenden
Becherzellen in der Lungenhistologie im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dartuber
hinaus kommt auch Barlan in seinem Ubersichtsartikel zu dem Schluss, dass
Bakterien der Gattungen Bacillus und Mycobakterium eine positive immunmo-
dulatorische Wirkung haben. Er macht jedoch weniger die T-Helferzellpragung,
als die regulatorischen T-Zellen fur diesen Effekt verantwortlich [8]. Auf den wei-
teren Einfluss regulatorischer T-Zellen wird im Rahmen des Zytokins IL-10 ein-
gegangen.

Diese mikrobiologischen Befunde erharten die Annahme, dass eine Reihe von
stallungs- und heuschoberassoziierten Bakterien, wie auch die schon oben ge-
nannten Actinobacter Iwoffii und Lactococcus lactis, moglicherweise synergisti-
schen und allergieprotektiven Einfluss auf das menschliche Immunsystem ha-

ben.

Weitergehend konnte in der Gesamtpopulation eine signifikante Erniedrigung
der IL-5 Konzentrationen im induzierten Nabelschnurblut von Neugeborenen
feststellt werden, deren Mutter wahrend der Schwangerschaft geraucht hatten.
Laut aktueller Studienlage fuhrt matterliches Rauchen wahrend der Schwanger-
schaft zu signifikant erhdhen Raten von ,kindliches Giemen® und Asthma des
Kindes [77, 101, 128]. Damit ware eine Uberwiegende TH-2 Antwort im Nabel-
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schnurblut zu erwarten gewesen, was zu einer vermehrten Produktionskapazi-
tat von IL-5 hatte fihren mussen, wenn man eine pranatalen Beeinflussung
durch Zigarettenrauch eruieren wurde. Diese Beobachtung steht also im Ge-
gensatz zu den Ausfihrungen des letzten Abschnitts.

Bei genauer Betrachtung der Studien fallt auf, dass diese Assoziationen zwar
fur ,kindliches Giemen* und Asthma feststellbar sind, nicht jedoch flr atopische
Erkrankungen, Rhinitis und Ekzeme. Mutterliches Rauchen scheint also die fe-
tale Entwicklung besonders pulmonal deutlich zu beeinflussen, jedoch kein ein-
deutiges Bild in der von uns beobachteten Zytokinexpression zu erzeugen.

Bei Analyse der soziodemographischen Daten der finnischen Studienpopulation
fallt auf, dass in beiden Kohorten deutlich mehr Eltern rauchen als in der Ge-
samtpopulation. Auch der prozentuale Anteil an rauchenden Frauen in der
Schwangerschaft ist hdher als in der Gesamtpopulation (siehe Tab.3/4). Gleich-
zeitig fallt eine deutlich erhdhte Atopierate der Eltern in den finnischen Kohorten
auf. Moglicherweise konnte dies ein soziodemographisches Indiz fur eine ato-

piefordernde Wirkung des Rauchens sein.

Ein weiterer deutlicher Zusammenhang in der Gesamtpopulation bietet sich bei
der Betrachtung der IL-10 Konzentration im Nabelschnurblut im Bezug auf die
Anzahl der Kinder im Haushalt. Neugeborene mit alteren Geschwistern wiesen
eine signifikant hohere Konzentration an IL-10 im induzierten Nabelschnurblut
als Erstgeborene auf. Die erhdhten Produktionskapazitaten fur IL-10 stehen im
Einklang mit der derzeitigen Studienlage, denn das Zytokin, welches Uberwie-
gend von ,natirlichen CD4"CD25" regulatorischen T-Zellen (T-reg) und ,indu-
zierbaren IL-10 sezernierenden regulatorischen T-Zellen“ produziert wird, inhi-
biert grundsatzlich entzundliche Prozesse [169]. Davon ist sowohl die TH-1- als
auch die TH-2-Antwort betroffen. Im Vordergrund steht hier jedoch die Suppri-
mierung des TH-2-Weges [141] Uber die Hemmung der Mastzellen [6, 137] und
von eosinophilen Granulozyten und deren Zytokinproduktion [148]. Des Weite-
ren findet eine Hemmung der antigenprasentierenden Zellen statt, die sich vor
allem auf die Reifung der Zellen [22], die Expression von MHC Klasse || Rezep-
tor und deren ko-stimulatorische Faktoren [38, 51, 107] und die Hemmung der
TH-2-Zellaktivierung [62] auswirkt.
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Damit kénnen unsere Ergebnisse, zumindest in Teilen, die Auffassung bestar-
ken, dass, wie auch schon von Akdis und Kollegen postuliert [3], hohe Kapazi-
taten fur IL-10 im Nabelschnurblut einen schutzenden Effekt vor der Gefahr,
eine atopische Krankheit zu entwickeln, haben. Im Umkehrschluss zeigten neu-
ere Studien, dass wenn die Anzahl an regulatorischen T-Zellen bei Nachwuchs
von atopischen Muttern deutlich reduziert ist, damit wahrscheinlich eine ausrei-
chende Suppression des TH-2 Weges postnatal ausbleibt [141].

In diesem Kontext gibt es bereits therapeutische Anatze, die sich den Effekt von
IL-10 zu nutze machen. Dazu wird im lokal entzindeten Gewebe die IL-10 Pro-
duktion induziert. Damit konnte im Mausmodell die Hyperreagibilitat der Luftwe-
ge durch Applikation von IL-10-produzierenden regulatorischen T-Zellen gemin-
dert werden [1]. Bisher sind diese Ansatze jedoch nur im Tierversuch erprobt
worden.

Doch auch die Wirkweise einer Desensibilisierungstherapie, die man schon seit
Jahrzehnten am Menschen praktiziert, erklart man sich Uber einen erhdhten IL-
10 Spiegel bei Treg-Proliferation. Dabei wurde bisher vor allem die Desensibili-
sierungstherapie gegen Bienengift untersucht. Es zeigte sich, dass hohe Spie-
gel von IL-10, die unter der Therapie von peripheren monoklonalen Blutzellen
(T-reg, B-Zellen) sezerniert wurden und fur eine Anergie bei peripheren T-

Zellen verantwortlich waren [2, 114].

Bei weiterer Betrachtung der Ergebnisse in der Subpopulation Finnland fallt ei-
ne Erniedrigung der Produktionskapazitat des Fetus fur IL-10 bei Rohmilchkon-
sum der Mutter und bei haufigem Tierkontakt wahrend der Schwangerschaft
auf. Diese Beobachtungen stehen zunachst im Gegensatz zu den Erkenntnis-
sen des letzten Absatzes. Die Erniedrigung der Kapazitat bei Rohmilchkonsum,
ware mit der bereits besprochenen verminderten Endotoxinbelastung der Roh-
milch zu erklaren [55]. Vor allem aber bei vermehrtem Tierkontakt ware eine
Proliferation von regulatorischen T-Zellen und somit eine erhéhte Produktions-
kapazitat fur IL-10 zu erwarten gewesen. Wie Caramalho in ihrer Arbeit zeigen
konnte, konnen T-regs aufgrund ihrer ,Toll-like-Rezeptoren® (TLR) fur bei-
spielsweise LPS (TLR-4) durch die Anwesenheit dieses Bakterienwandbestand-

teiles proliferieren bzw. ihre Uberlebenszeit verlangern [24]. Es gibt also Hin-
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weise flr eine Vermehrung von regulatorischen T-Zellen unter mikrobieller Be-
lastung. Aus diesem Grund ware auch eine Erhéhung der Produktionskapazitat
fur IL-10 im Nabelschurblut zu erwarten gewesen.

Dass dies jedoch nicht nachweisbar war zeigt, dass die Bewertung von IL-10
Kapazitaten im Nabelschnurblut mit Vorsicht durchzuflhren ist, und der prog-
nostischem Wert der Konzentration flr spatere Atopie niedriger zu gewichten ist
als die bereits besprochenen Zytokine IFN-y und TNF-a.

Das heil3t jedoch nicht, dass regulatorische T-Zellen bei der Entwicklung von
Allergien eine untergeordnete Rolle spielen. In vorangegangen Studien wurde
die Stérung der Balance von T-regulatorischer und TH-2-zellularer Antwort als
Schlissel zum Auftreten von Atopie gesehen, und damit die Wichtigkeit der IL-
10 sezernierenden regulatorischen T-Zellen hervorgehoben [81, 99, 103, 138].
Auch Wills-Karp in ihrer modifizierten Hygiene-Hypothese betont die besondere
Rolle der regulatorischen T-Zellen [168].

Letztendlich scheint bei den Proben der PASTURE-Studie der Einfluss der Pro-
duktion von IL-10 durch andere Nabelschnurblutzellen (z. B. aktivierte B-Zellen,
TH-2-Zellen) die erwartete Konzentrationsveranderung durch T-reg-Proliferation
uberlagert zu haben. Es missen daher weitere Untersuchungen zur Quantifizie-
rung von regulatorischen T-Zellen durchgefihrt werden. Da regulatorischen T-
Zellen Uber die Expression von ,FOX P-3“ (ein spezifischer Transkriptionsfaktor
[53]) eindeutig bei einer weiteren mRNA-Analyse unserer Proben identifiziert
werden konnen, wird in Zukunft wertvolle Information zur Klarung des Einflus-

ses regulatorischer T-Zellen zu erwarten sein.

Bei Betrachtung der finnischen und der Gesamtstudienkohorte lasst sich zu-
sammenfassend sagen, dass sich im Hinblick auf Finnland keine generelle
Aussage machen lasst, sondern jede Variable einzeln bewertet werden muss.
Die Assoziationen der Zytokine mit den besonderen Eigenschaften der finni-
schen Kohorte, fuhrten jedoch meistens zu erwarteten Ergebnissen. Exempla-
risch anzufuhren sind dabei die hohen Stallverweildauern der Matter oder der
Konsum ,nichtalpiner” Frischmilch, der mit zu erwartenden Zytokinprofilen as-

soziierten. Aufgrund der kleineren Grundgesamtheit in der finnischen Kohorte
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konnten einzelne Sachverhalte nicht signifikant beleuchtet werden, und somit

nur tendenziell bewertet werden.

Im Rahmen der PASTURE-Studie war es nicht mdglich, Zytokinanalysen aus
mutterlichem oder aus plazentarem Blut zu gewinnen. Daher kdnnen die fetalen
Zytokinprofile nicht mit Konzentrationen im mutterlichen Blut verglichen werden,
wie dies beispielsweise durch Brown et al. gezeigt wurde [20].

Die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe lassen jedoch den ubertragbaren Schluss
zu, dass die Zytokinproduktionskapazitaten des Feten mit denen der Mutter kor-
relieren.

Die endgultige Bedeutung der Nabelschnurzytokinmuster fur die Allergieent-
wicklung kann erst nach Vorliegen von klinischen Endpunkten der Studie gese-
hen werden, so dass sich aus den Nabelschnurproben zum jetzigen Zeitpunkt
noch keine abschlielienden Aussagen Uber eine Pradiktorfunktion fir mogliche
zukunftige atopische Entwicklungen treffen lassen. Es bleibt abzuwarten bis die
Ergebnisse der Endpunktbefragung der Kohorte mit einem Kindesalter von

sechs Jahren vorliegen.

Dennoch konnten, basierend auf Ergebnissen vorangegangener Studien, Ten-
denzen festgestellt werden, die signifikante Vorteile fur den bauerlichen Le-
bensstil mit seinen verschiedenen Komponenten zeigen kénnten. Durch die
Korrelation dieser Komponenten mit Zytokinkonzentrationen im Nabelschnurblut
und derer pranatale Beobachtung, konnten mdgliche positive Effekte zur Ato-
pieverhutung beim Neugeborenen identifiziert werden.

In der Zukunft wird es nun Aufgabe sein diese Faktoren noch praziser zu erfas-
sen, um daraus therapeutische Ansatze abzuleiten. Besonders der Ansatz des
praventiven Eingreifens bei der Mutter ist viel versprechend, da er, wegen der in
der Regel bereits bestehenden sehr rucksichtsvollen Lebensweise der Mutter
wahrend der Schwangerschaft, deutlich einfacher zu realisieren ist als Praven-
tionsmalRnahmen die den bereits geborenen Saugling betreffen.

Zunachst denkbar waren Nahrungsmittelzusatze die attenuierten Bakterien be-
inhalten und somit allergieprotektiven Eigenschaften hatten. Dazu gibt es be-

reits vielversprechende Forschungsansatze wie die Verabreichung des probioti-
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schen Keimes Lactobacillus GG (LGG), der bei Hochrisikofamilien eine hoch-
signifikante Verringerung von atopischer Dermatitis erzielen konnte [82]. Dazu
wurden Muttern vier Wochen vor Geburtstermin entweder Placebo oder aufbe-
reitete Lactobacillus GG Bakterien verabreicht. In der Folge wurden diese Stoffe
bis sechs Monate nach der Geburt wahrend der Stillzeit eingenommen. Die
Kinder wurden anschlielRend nach zwei und nach vier Jahren auf atopische Er-
krankungen untersucht. Dabei konnten deutliche Vorteile fur die Gruppe mit

Bakterieneinnahme gesehen werden.

Auch der vermehrte Genuss von Omega-3-Fettsauren wahrend der Schwan-
gerschaft konnte als praventiver Effekt bezuglich allergischer Erkrankung in ei-
ner Studie nachgewiesen werden. Dabei wurde Fischdl schwangeren Frauen
aus Hochrisikofamilien placebokontrolliert verabreicht. Im Ergebnis zeigten die
Kinder der Interventionsgruppe im ersten Lebensjahr eine geringere Sensibili-
sierung gegen Ovalbumin und ausgepragte Ekzeme traten seltener auf [15, 45,
46]. Obwohl auch hier der Wirkungsmechanismus noch nicht vollstandig geklart
werden konnte, werden vor allem die Anderung der Membranzusammenset-
zung und der Eicosanoidmetabolismus als zentrale Punkte gesehen. In diesem
Kontext wichtig bleibt auch eine weitere Untersuchung der Zusammenhange
zwischen Produktionskapazitaten von Zytokinen im Nabelschnurblut, und dem
mutterlichen Genuss von nichtentrahmter Milch und daraus hergestellten Pro-
dukten, wahrend der Schwangerschaft. Die Starke des von uns gezeigten Zu-
sammenhangs bezlglich auf dem Bauernhof erzeugter Milchprodukte, gibt
Hoffnung auf eine mogliche nutritive Losung unserer aktuell immer noch stei-
genden Inzidenz allergischer Erkrankungen.

Darlber hinaus kénnte das offentliche Bewusstsein dahingehend gescharft
werden, den Nachwuchs haufiger einem landlichen Umfeld auszusetzen um die
dortigen Umweltfaktoren positiv zu nutzen. Besonders Nachwuchs aus heredi-
tar belasteten Familien konnte von langeren Aufenthalten profitieren.

In Zukunft ware auch eine ,Impfung® mit den zwei im Moment wichtigsten ,Kuh-
stallkeimen® Lactococcus lactis und Acinetobacter I|woffii denkbar, um die
schutzenden Effekte der traditionellen Farmumgebung breit in der Bevodlkerung

anwenden zu konnen. Dazu wurden bereits Versuche im Mausmodell betrieben
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[39]. Eine Anwendung auf dem Menschen bedarf jedoch noch weiterer Unter-
suchungen.

Zusammenfassend zeigt diese erste Kohortenstudie zur Hygienetheorie im
bauerlichen Umfeld, welche auch das pranatale Verhalten der Mutter beobach-
tet hat, in der ersten Phase der Nabelschnurprobenanalyse deutliche Hinweise
auf mdgliche pradiktive Assoziationen von Umgebungsvariablen und Konzent-
rationsveranderungen einzelner Zytokine.

Diese Ergebnisse ermutigen die Auswertung der folgenden Jahresproben vo-

ranzutreiben und geben Aussicht auf weitere aufschlussreiche Resultate.
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5. Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten hat die Pravalenz von allergischen Erkrankungen im
Kindesalter besonders in den Industrienationen deutlich zugenommen. An den
zugrunde liegenden Ursachen und am Verstandnis dieser Erkrankungen wird
derzeit intensiv geforscht. Besondere Aufmerksamkeit gilt dabei der pra- und
auch postnatalen Phase des Neugeborenen, da die Grundlagen zur Entwick-
lung allergischer Erkrankungen wahrscheinlich schon sehr friih geschaffen wer-
den. Zudem wurde bereits 1989 von Strachan ein Zusammenhang zwischen
hygienischen Bedingungen und HaushaltsgroRe mit dem verminderten Auftre-
ten allergischer Erkrankungen entdeckt.

Im Rahmen dieser ,Hygienehypothese” wurden in der Vergangenheit mehrere
Studien durchgeflihrt, die zum Ziel hatten, den Effekt des bauerlichen Lebens-
umfeldes auf die Inzidenz allergischer Erkrankungen dort lebender Individuen
zu untersuchen. Alle bisher durchgefihrten Studien wurden ausschliel3lich als
Retrospektiv- oder Querschnittsstudie angelegt.

Die hier zugrunde liegende PASTURE-Studie (Protection against Allergy-
STUdy in Rural Enviroment) begleitet, als erste Kohortenstudie in diesem For-
schungsbereich, Kinder einer Bauern- und einer Nichtbauernpopulation von der
Schwangerschaft Gber die Geburt bis hin zum sechsten Lebensjahr. Das Pro-
jekt wird in funf europaischen Landern (D, A, F, FIN, CH) durchgefiuhrt. Dazu
wurde der Lebensstil der Mutter wahrend der Schwangerschaft und des Kindes
wahrend der ersten sechs Jahre mit Fragebdgen erfasst. Zudem wurden Blut-
proben aus der Nabelschnur der Kinder und im Alter von ein, vier und sechs
Jahren gewonnen und untersucht.

Als Teilprojekt widmet sich diese Arbeit den Nabelschnurblutproben der Saug-
linge. Nach Stimulation mit PMA/lonomycin wurden die Konzentrationen der
Zytokine IL-5, IL-10, IL-12, IFN-y und TNF-a mittels handelsublichen Sandwich-
ELISA bestimmt und mit den Lebensgewohnheiten der Mutter wahrend der
Schwangerschaft assoziiert.

Signifikante Korrelationen wurden, im Kontext der aktuellen Literatur, auf ihre
Aussagekraft zur Vorhersage fur spatere allergische Erkrankungen der Kinder

untersucht.
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Bei der Auswertung der Daten zeigten sich signifikante positive Korrelationen
bei ,Mehrkinderhaushalten® mit dem Zytokin IFN-y. ,Gehaufte mutterliche Arbeit
in Heuschobern® korrelierte positiv signifikant mit dem Zytokin TNF-a. und ,hau-
figer Kontakt der Mutter zu Nutztieren“ mit den Zytokinen IFN-y und TNF-a. Ur-
sachlich flr diese Ergebnisse wurde in erster Linie der immunmodulierende Ef-
fekt des mikrobiellen Umfeldes der Bauernhofumgebung diskutiert.

Des Weiteren zeigte der mutterliche Genuss von Rohmilch, und insbesondere
daraus hergestellter Produkte wie Butter, einen starke Assoziation mit den in-
flammatorischen Zytokinen (IFN-y und TNF-a) im Nabelschnurblut. Hierbei wur-
den immunmodulierende Fettsduremuster in alpiner Kuhmilch als mdgliche Ur-
sache diskutiert.

Die Zytokine IFN-y und TNF-a als charakteristischen Botenstoffe der TH-1- und
zellularen Antwort wurden in vorangegangen Studien bereits haufig mit niedri-
gen Allergieerkrankungsraten assoziiert. Sollten sich die klinischen Ergebnisse
dieser Studie bezuglich der Allergieentwicklung der Kinder im sechsten Lebens-
jahr mit den Assoziationen im Nabelschnurblut decken, wurden sich diese Zyto-
kine als besonders zuverlassige Pradiktoren fur das Risiko, zukunftig an allergi-
schen Erkrankungen zu leiden, darstellen.

Schwerpunktmallig wurde auf die finnische Subpopulation eingegangen und mit
der Gesamtpopulation verglichen. Dabei zeigten sich trotz niedrigerer Fallzah-
len als in der Gesamtkohorte signifikante Korrelationen zwischen erhohten Zy-
tokinkonzentrationen der TH-1-Antwort und landestypischem Verhalten, wie
dem Uberdurchschnittlich langen mutterlichen Stallaufenthalt. Dies kann als wei-
terer Beleg fur die Existenz der gezeigten Zusammenhange zwischen bauerli-
chen Einflussfaktoren und induzierten Zytokinkonzentrationen gewertet werden.
Trotz dieser zahlreichen vielversprechenden Korrelationen von induzieren Zyto-
kinkonzentrationen im Nabelschnurblut mit Variablen der traditionellen Farm-
umgebung, muss der klinische Endpunkt der Gesamtstudie fur eine endgultige
Bewertung unserer Ergebnisse abgewartet werden. Angesichts einer Vielzahl
ahnlich lautender Befunde in der aktuellen Literatur ist jedoch anzunehmen,
dass sich einzelne der von uns gezeigten Effekte langfristig bestatigen und An-

lass zu weiteren Untersuchungen geben werden.
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6. Abstract

The prevalence of allergic diseases in childhood has considerably increased
over the past decades, particularly in industrialized countries. The underlying
causes and mechanisms determining these disorders are currently being inves-
tigated intensively. Particular attention is given to the pre-and postnatal period
of the newborn, as the basic parameters for the development of allergic dis-
eases are probably set very early in life. Moreover, as early as 1989 Strachan
discovered a correlation between hygiene and household size and a reduced
incidence of allergic diseases. Based on this "hygiene theory", in the past, sev-
eral studies investigated the effect of living in a rural environment on the inci-
dence of allergic disease in individuals. All studies were carried out as retro-
spective or cross-sectional studies.

As the first cohort study in this field of research the underlying PASTURE study
(Protection against Allergy-Study in Rural Environment) accompanies children
of a farmer and a non-farmer population from pregnancy over birth up to the
sixth year of life. The project is conducted in five European countries (D, A, F,
FIN, CH). The lifestyle of the mother during pregnancy and of the child during
his first six years is surveyed by questionnaires. In addition, blood samples of
umbilical cord blood of the children at the age of one, four and six years are ob-
tained and investigated.

As part of the PASTURE-project the following thesis deals with the cord blood
samples of the infants. After stimulation with PMA/lonomycin the concentrations
of the cytokines IL-5, IL-10, IL-12, IFN-y and TNF-a were determined, using
commercially available sandwich ELISA, and correlated with the habits of the

mother during pregnancy.

Significant correlations were, in the context of current literature, studied with
regard to their explanatory power for the prediction of subsequent allergic dis-

eases of the children.

The interpretation of the data showed significant positive correlations between

"Households with several children” and the cytokine IFN-y. "Frequent maternal
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work in barns" positively correlated with the cytokine TNF-a and “Frequent ma-
ternal contact with farm animals” with the cytokines IFN-y and TNF-a. As rea-
sons for these results primarily the immunomodulatory effect of the microbial
influence of farm environment has been discussed.

Also the maternal consumption of raw milk and especially of derived products
such as butter showed a strong association with inflammatory cytokines (IFN-y
and TNF-a) in cord blood. As a possible cause immune-modulating fatty acid
compositions in Alpine cow's milk were discussed.

In previous studies, the cytokines IFN-y and TNF-o as characteristic messen-
gers of the TH-1- and cellular response have often been associated with low
rates of allergic diseases. If the clinical results of this study with regard to the
development of allergic diseases in the sixth year of life correspond with our
associations concerning the cord blood, these cytokines could be considered as

a particularly reliable predictor for the risk of future allergic diseases.

This study focused on the Finnish subpopulation which was compared to the
total population. Despite a lower number of cases than the total population, it
showed significant correlations between elevated cytokine concentrations of the
TH-1-response and country-specific behaviour, such as the above-average ma-
ternal exposure to stables. This can be interpreted as further evidence for the
existence of the illustrated correlations between farming and induced cytokine

concentrations.

Despite these numerous promising correlation between induced cytokine con-
centrations in cord blood and variables of traditional farming, the clinical out-
come of the study has to be awaited for a final evaluation of our results. In the
face of a multitude of similar findings in current literature, some of our illustrated
effects can be assumed to prove true on a long-term basis and give rise to fur-

ther investigations.
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9. Anhang
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